ラット坐骨神経およびヒト赤血球におけるミオイノシトール取り込みに与えるアルドースリダクターゼ阻害剤の影響 by 嘉門 信雄
938 金沢大学十全医学会雑誌 第98巻 第5号 938
－ 961く198射
ラ ッ ト坐骨神 経および ヒト赤血球に お けるミ オイノ シ ト
ー ル
取り込み に与えるアル ド ー ス リ ダクタ ー ゼ 阻害剤の影響
金沢大学医学部内科学第二講座 く主任 二 竹田亮祐教授I
嘉 門 信 雄
く平成 1年 9 月 5 日 受付1
末棉神経お よ び赤血球 に お け る高血 糖下で の ミ オ イ ノ シ ト
ー ル 取 り込 み抑制の 機序 とア ル ド
ー ス
リ ダク タ ー ゼ阻害剤の ミ オ イ ノ シ ト ー ル 代謝 お よび ソ ル ビ ト
ー ル 代謝に 対す る影響 を検討 した ． ラ ッ ト
坐 骨神経 へ の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り 込 み に は ， ナ ト リ ウム 依存性
． 飽和性と ナ トリ ウ ム 非依存性 ． 不飽
和性の 2つ が 区別 され た ． 前者 は エ ネル ギ
ー 依存性 ， 担体介在性能動輸送であり ， 坐骨神経 へ の ミ オイ
ノ シ ト ー ル 取り込 みの 主 た る も ので あ っ た ． 坐 骨神経 に お け る ナ ト リ ウ ム 依存性 ミオ イ ノ シ ト
ー ル 取 り
込 み は ， 培地 グ ル コ ー ス に よ っ て 競合抑制 さ れ た ． 10叫 M の アル ド
ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤
o N O－223 5添カロに よ っ て ， こ の ナ ト リ ウム 依存性 ミ オイ ノ シ ト
ー ル 取 り込 み 抑制 は改善さ れ ， 同時 に 坐
骨神経内ソ ル ビ ト ル 蓄積 は 阻害さ れ た － 10メ M の O N O
－2235 添加 に よ っ て も ， ナ ト リ ウ ム 依存性ミ
ォ ィ ノ シ ト ー ル 取 り込 み 抑制は 部分的に 改善さ れ たが ， 坐 骨神経内 ソ ル ビ ト
ー ル 蓄積 は有意 に は阻害さ
れ なか っ た ． こ れ ら は ， O N O－2235 が坐骨神経に お け る ソ ル ビ ト
ー ル 蓄積お よび ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取 り
込 み の 両者 を改善す る こ と ， ON O－2235 はソ ル ビ ト
ー ル 蓄積抑制 を介 さ な い 機序で ミオ イ ノ シ ト
ー ル 取
り込 み に 作用 す る こ と を 示唆 して い る ．
一 九 ヒ ト赤血球 へ の ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取 り込 み は ， ナ トリ ウ
ム 非依存性 ． エ ネル ギ ー 非依存性受動輸送 で あ っ た ． 赤血 球 に お け る ナ ト リ ウ ム 非 依存性 ミ オ イ
ノ シ
ト ー ル 取り込 み は ， 培地 グル コ ー ス に よ っ て抑制 され た ． し か し ， そ の 抑制様式 は ， 坐骨神経 に お ける
競合抑制と は異 なる もの で あ っ た － ア ル ト ス リ ダク タ
ー ゼ 阻害剤 O N O－2235 ない し工C ト128，436添加
に よ っ て ， こ の ナ ト リ ウ ム 非依存性 ミ オイ ノ シ ト ル 取 り込 み抑制 は改善 され な か っ た ． しか し赤血球
内ソ ル ビ ト ル 蓄積 は ア ル ド ー ス リ ダク タ
ー ゼ阻害剤濃度依存性 に 阻害さ れ た 一 次 に ， 糖尿病者 を対象
に した糖負荷試験な い し食事負荷試験 に お い て O N O－2235お よ び 王C ト128，436 の赤血球内 ミ オ イ ノ シ
ト ル 濃度 お よび 赤血球内 ソ ル ビ ト ー ル 濃度 に 与 える 影響 を検討 した ■ 両ア ル ド
ー ス リ ダ ク タ ー ゼ阻害
剤と も 赤血 球内ソ ル ビ ト ー ル 蓄積 を阻害 した が ， 赤血球内 ミ オイ ノ シ ト
ー ル 濃度 に は 影響 しな か っ た ．
これ らは ， ミ オイ ノ シ ト ル 取 り込 み 様式が 坐 骨神経 と赤血球 と で は 異な る こ と ， ア
ル ド ー ス リ ダク
タ ー ゼ阻害剤は試験管内， 生体内の い ずれ に お い て も 赤血球内ソ ル ビト
ー ル 蓄積 を阻害す る こ と を示 し
て い る ． 以上 よ り ， ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ阻害剤は末梢神経の ソ ル ビ ト
ー ル 代謝 の み な らず ミ オイ ノ
シ ト ー ル 代謝 に も 効果が あ る こ と ， 赤血 球内ミ オイ ノ シ ト
ー ル は末梢神経内 ミ オイ ノ シ ト ル の 指標と
はな ら な い こ と ， お よ び 赤血 球内 ソ ル ビ ト ー ル 蓄積系 は アル ド
ー ス リ ダク タ ー ゼ 阻害剤 の 阻害活性評価
法 と して 有用 で あ る こ とが 示 さ れ た ．
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ミ オ イ ノ シ ト ー ル と ア ル ド ー ス リ ダク タ ー ゼ阻害剤
糖尿病性神経障害は ， 糖尿病慢性合併症の 中で 最も
頻繁に み ら れ る合併症 で ある が
11
， そ の 成 因 は 今 日 な
お 不明 で あ る ． し か し なが ら ， 糖尿病性神経障害が 血
糖コ ン ト ロ
ー ル 不良群 に よ り多く み られ る こ と か ら2I，
その発症 ． 進展に は高血糖状態が第 一 義的 な役割 を果
たして い る こ と は明 ら か で ある ．
近年， 糖尿病性神経障害の 成因と して神経内の ソ ル
ビト ー ル 蓄積が 提唱さ れ て い る ． ソ ル ビ ト ー ル は ， グ
ル コ ー ス 代謝経路の う ち ，
NA D P H N A D P N A D N A D H
グ ル コ 一 辺ソル ビ ト ノu フ ル ， ト ス
A R S D H
で示さ れ る ， い わ ゆ る ソ ル ビ ト
ー ル 経路 の中間代謝産
物 で あ る くた だ し ， N A D P Hは ， nicotin ami de
adenine din u cle otide pho sphate， r edu c ed fo r m，
NA D P は， nic o，tina mide ade nine din u cle otide
pho sphate， N A D－は ， nic otina mide adenine din u－
cle otide， N A D Hば，．ご nic otin a mide ade nin edin u cle－
otide， r edu c ed fo rpl ． ソ ル ビ ト ー ル は ． ア ル ド ー ス
リダク タ ー ゼ ， す な わ ち ア ル ド ー ス 還 元 酵素くaldo s e
redu cta se， A RニE Cl． 1．1． 21 に よ り グル コ
ー ス か ら
還元さ れ て生 じ ， ソ ル ビ ト ー ル 脱 水素酵素くs o rbitol
dehydr ogen a s e， S D Hi E C l． 1． 1． 14一 に よ り フ ル ク
ト ー ス ヘ 徐 々 に 代謝 され る ． 高血糖下 で A R活性が 上
昇す るた．め ， 糖尿病状態で は こ の 経路 を有す る組織 に
お い て ソ ル ビト ー ル が 多量 に 生成 され る ． 末梢神経 に
もこ の ソ ル ビ ト ー ル 経路 が 存在 し3州
，
糖尿 病動物 の
坐骨神経6 川 の み な ら ず糖尿病患者 の 末棉神経9ト 11，に お
い ても ソ ル ビ ト ー ル の 過 剰蓄積が報告さ れ て い る ． こ
のよ う な観点か ら ， A R活性 を阻害 して ソ ル ビ ト ー ル
生成を減少さ れ る目的 で ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ阻害
剤が種々 開発 さ れ 12，， 今 日 糖尿病動物13 ト 21－の ほ か ヒ
ト詑ト 31Iに お い て も 神経障害に 対す る 治療効果が検討 さ
れてい る ．
しか し なが ら
， 糖尿病動物 の 末梢神経 に お ける 代謝
異常とし て は ， ソ ル ビ ト ー ル 蓄積 以 外 に ミ オ イ ノ シ
ト ー ル 減少も観察 さ れ て い る321． 最近 ， Gre en eら33，
は
， 糖尿病動物 に お い て 運 動神経伝 導速度 くm otor
n erv ec o ndu ctio n v elo city， M N C Vl の 遅延 が 神経内
ミオイ ノ シ ト ー ル 欠乏 と対応す る こ と
，
ま た ミ オイ ノ
myo－in ositolニ M N C V， m OtOr n e r V e C O ndu ction
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シ ト ー ル 添加食投与 に よ り両者が とも に 改善す る こ と
を観察 し ， 糖尿病性神経障害の 成因と して む し ろ ミ オ
イ ノ シ ト ー ル 減少の 方が 重 要 で あ ると 報告した ．
一 方 ， 最近糖尿病 ラ ッ ト を用 い た生体内の 実験 に お
い て ， ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤 に は ソ ル ビ ト ー
ル 蓄積抑制作用 の み な ら ず ミ オイ ノ シ ト ー ル 欠乏 改善
作用 も あ る こ とが 示 唆さ れ て 封，． ソ ル ビ ト ー ル ． ミ オ
イ ノ シ ト ー ル 両代謝の 相互関連性の 可能性も提唱 され
る に 至 っ た 箔朋
そ こ で 本研究 で は ． ア ル ド ー ス リダ ク タ ー ゼ 阻害剤
の 神経内 ソ ル ビト ー ル 蓄積お よ び神経 へ の ミ オイ ノ シ
ト ー ル 取り込 み に 与 える 影響を単離ラ ッ ト坐 骨神経を
用 い た試験管内の実験系で検討した ．
と こ ろ で
， 糖 尿病動物 を用 い た実験に お い て ， 神経
内 ソ ル ビ ト ー ル 濃度 は赤血球内ソ ル ビ ト ー ル 濃度と 相
関す る こ と が 示 さ れ て い るl 脚 卿． した が っ て 赤血球内
ソ ル ビ ト ー ル は ， 神経 内ソ ル ビ ト ー ル の 指標 と し て有
用 で あ る と も考 えら れ
，
その 測定は神経内ソ ル ビ ト ー
ル 代謝解明の 上 か ら も興 味の ある と こ ろで あ る ． これ
に 対 して ， ミ オイ ノ シ ト ー ル は ， 赤血 球内に も存在す
る こ と が知 ら れ て は い る が39I
，
その 代謝 の詳細 な どは
ほ と ん ど不明 で あ る ．
そ こ で 本研究で は ， ヒ ト赤血 球 に お ける ソ ル ビト ー
ル 代謝お よ び ミ オイ ノ シ ト ー ル 代謝を試験管内お よ び
生体内で検討 し ． あ わせ てア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ阻
害剤の 両代謝 へ の 影響に つ い て も検討を加 えた ．
対象 お よ び方法
工 ． ラ ッ ト坐 骨神経に お け る ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り
込 み お よ ぴ ソ ル ビト
ー ル 濃度の 検討
高濃度グ ル コ ー ス 下 に お ける単離ラ ッ ト坐 骨神経 へ
の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り込 み と ソ ル ビ ト ー ル 濃度 の 変
化 を アル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤添加と の 関連 で 試
験管内で 検討 し た ．
1 ． 対 象
正 常 ウイ ス タ ー 系ラ ッ ト く雄 ， 5亡10旬 7 0 gl を使用 し
た二
2 ． 坐 骨 神経
ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル く60m gノkg 体重 ， 腹腔 内注射1
麻酔下 に 各 ラ ッ トか ら両側坐 骨 神経を単 離 し ， Gillo n
ら
仰 の 方 法に し た が っ て e ndo n e urialprepa r atio n を
V elo city iM S． m ulti－io n sel ctio ni N A D，
nicotin a mide adenin e din u cle otide三 N A D H， nic otin ami de ade nin e din ucle otide， r edu ced
for mニ N A D P， nic otin a mide adenin e din u cle otide phosphatei N A D P H， nic otin a mide
ade nin edin u cle otide pho sphate， r edu c ed for mニ Na－ K － A T Pase， S Odiu m
－
pOtaSSiu m－ ade n o sin e
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作製 した ， す な わ ち， ま ず神経 を 7 m gノdlコ ラ
ー ゲ
ナ ー ゼ くtype I， Sigm a社 ， St． Lo uis， M O， U S Al，
90m gノdl グル コ ー ス ， 4 ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
tfr a ctio nV， e S Se ntia11yfatty a cid fr e e，Sigm a 勧 を
含 む Kr ebs－ Ringe rbica rbo n ateくK R BJ 緩衝液 くpH
7．415ml 中で3 アC， 14分間イ ン キ エ ペ
ー 卜 した t イ ン
キ エ ペ ー シ ョ ン 終了後 ， 神経 を200カ リ ク レ イ ン 抑制
単位ノml ア プロ ト ニ ン くSigm a 勧 を 含む K R B緩衝
液で中和洗浄 し た ． 次に ， 贋徴鏡下 に ピ ン セ ッ ト を用
い て ， 神経周囲の 結合織 な どを除去 して e ndo n e u rial
pr epa ration と し ， 電子 て ん び ん A E240くM ettle r
社 ， Ztirich， Switz erla ndl で秤 量 し ． 以下 の実験 に 供
した ． な お ， 神経 の 両断端 は ， 熱凝固器 を用 い て凝固
した ．
3 ． 坐 骨神経 に お け る ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り 込 み お
よび ソ ル ビト ー ル 濃度 に 与 え る培地 グ ル コ ー ス お よ び
アル ド ー ス リ ダ クタ
ー ゼ阻害剤の 影響
まず ， 神経 を90mgノdl グル コ ー ス を含 むK R B緩衝
液 に 浮置し ， 0ノC O2く19ニ1I 気相下に それ ぞ れ37
0
C，
60分間 プ レイ ン キ ュ ベ ー 卜 した ． 次 に ， 神経 へ の ミ オ
イ ノ シ ト ー ル 取 り込 み をNa け ト リ ウ ム1 依存性 と
Na 非依存性 に 分けて 検討す るた め ， 各ラ ッ ト右 脚 か
ら単離 した神経を E R B緩衝液 に ， 左脚か ら単離 した
神経 を ， K R B中の Na を コ リ ン に 置換 した 溶液 く以
下， コ リ ン溶液いこ浮置 し ， 0ノC O2く19ニ11気相下 に そ
れ ぞ れ3 アC， 60分間イ ン キ ュ ベ ー 卜 した ． これ ら の 溶
液の ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度 は 5 叫 100叫 M ，グ ル コ
ー ス
濃度は90句 450m gノdl と し ， 一 部 に は さ ら に ア ル ド ー
ス リ ダク タ ー ゼ阻害剤 を1 旬 100ノf M と な る ように 添
加 した ． 各溶液 に は ， 2．亡3Hコー ミ オイ ノ シ ト ー ル くspe．
cific a ctivity 370へ 74 0 G Bqく10旬 20 CiンIm m ol， Ne w
England Nu cle a r社 ， Bo sto n， M A， U S射 を 37
K Bqく1JL CiIlml， お よ び神経 へ の 非特異的取 り込 み
く細胞間除 へ の 取 り込 み1 を除外 す る た め1－仁王4Cコー マ ン
ニ ト ー ル くspe cific a ctivity 1665旬 2035 M Bqく45へ 55
m ciンIm m ol， Ne w Engla nd Nu cle a r社1 を9．25 K Bq
く0．25月 Cりノml 加 えた
41－
． アル ド ー ス リ ダク タ ー ゼ 阻害
剤 と し て は ， O N O－2235 く5－Eく1E， 2 El－2－ m ethyl．3，
phenylpropenyliden eコー4－ O X O－2－thio x o．3－thia z olidin e－
acetic a cidT く小野薬品 ， 大阪Iを使 用 し た
1刀
． イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン終了 後， 神経 を K R B緩衝液 な い し コ リ ン
溶液で す す い で か ら1 0ml 用ホ モ ジ ナイ ザ 一 客器 に 移
し ． さ ら に 除 タ ン パ ク の た め 冷 8％過塩素酸溶液5
ml を加 え た ． この 中に 鈎付き ガ ラ ス捧 を 挿入 し て3
分間ホ モ ジ ナ イ ズ し ， 全体 を試験管 に 移 して3000回転
ノ分 ， 10分間遠心 し， 上 清 を放射能 と ソ ル ビ ト ー ル 濃
度の 測定 に供 した ．
い 坐骨神経内 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取 り込 み率の測定
上記の 上 清1．Oml に 液体 シ ン チ レ 一 夕 ー A CS II
くA m e rsha mJapa n 社 ， 東京110ml を加 え ． 液体シ ン
チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ





で の 放射能を同時計測 した ． 一 方 ， 培
地溶液 に つ い て も 除 タ ン パ ク後 ． 同様 に 液体 シ ン チ
レ 一 夕 ー を加 え ， 3H お よ び 1t の放射能 を計測した ．
神経細胞内 へ の 特異的 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取 り込 み量
は ， 坐 骨神経 の 2一亡里コー ミ オ イ ノ シ ト ー ル 量 全体 から
細胞間隙の ， す なわ ち 1．仁
1
tコ． マ ン ニ ト ー ル ． ス ペ ー
ス の 2－E3別 t ミ オ イ ノ シ ト ー ル 量 俳 特異的取 り込 み1
を差 し引 く こ と で算出し ， 単位重量くglあた り の値で表
した ．
2コ 坐 骨神経内ソ ル ビ ト ー ル 濃度の 測定
上記の 上 清 を2 N炭酸 カ リ ウ ム で 中和 し ， そ のソル
ビ ト ー ル 濃度 を酵素法
咽
で 測 定 し た ． 中和上 清0．48
ml を0．25M グリ シ ン 緩衝液くpH 7． 引0 ．40ml に加え，
12m M N A Dくgr ade III， イ ー ス ト 由 来 ， Sigm a 鋸
0．1ml， 22単位ノml ソ ル ビ ト ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ溶
液 くヒ ツ ジ肝由来 ， Sigm a 社ン20JLl と とも に 37
b
C，
40分 間イ ン キ エ ペ ー 卜 し た ． こ の 混 合液 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 前後 の 蛍光強度 を蛍光 吸光度計650－ 40
く日 立 製作所 ， 日立1を 用 い て励起波長350n mくス リ ッ
ト15n ml ，発光波長440n mくス リ ッ ト 6n mJの条件で測
定 し て ， 新た に 生 じた N A DH 量 を求 めた 一 同様 にし
て ソ ル ビ ト ー ル 標準サ ン プル 希釈系に つ い て検量線を
作成 し ， 各サ ン プ ル 中の ソ ル ビ ト ー ル絶 対濃度 を算出
し
，
単位 重量くglあ た り の 量で 表 した ．
4 ． 坐骨神経 へ の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み に与え
る 神経内 ソ ル ビ ト ー ル の 影響
ラ ッ ト を 3群に 分け ， 単離 し た神経 を90， 450 ま た
は900m gldlグル コ ー ス を含む K R B緩衝液に それぞ
れ 浮置 し ， 0ノC O2く19こ1I 気相下に37
0
C， 60分間プ レイ
ン キ ュ ベ ー ト し た ． こ れ に よ り ソ ル ビ ト
ー ル 含量の 比
較的少 な い 神経 の 群か ら比較的多い 神経の 群まで の3
群くA，B お よ びC群1を作製 した ． 次 に ， 前記の よ うに
各群 と も 右脚 か ら単離 し た神経 を5叫 M 2一 門 い オ
tripho sphatas e三 O GTT， O ralglu c os etoler a n c et st三SD H， S O rbitol dehydr oge n as eニS N C
V，
s e n s o ry n e rv e c o ndu ction velo city i T IC， tOtal io n cu r renti Vm ax， m a Xim u m initia
l
Velo city
ミ オ イ ノ シ ト ー ル と ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤
イ ノ シ ト
ー ル190m gノdl グル コ ー スIK R B緩衝液に ，
左脚か ら単離 した神経 を同コ リ ン 溶液 に それ ぞ れ 浮置
し
，
0ノC O2く19こぃ 気相下 に37
0
C， 60分間イ ン キ ュ ベ ー
卜した ． イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン終 了後
， 前記の よ う に 処
理して神経内 へ の ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取 り込 み 量 を求め
た．
II． ヒ ト赤血球 に お け る ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取り込 み
お よ ぴソ ル ビ ト ー ル 濃度の 試 験管内で の 検討
高濃度 グル コ ー ス 下 に お け る と 卜赤血 球 へ の ミ オイ
ノ シ ト ー ル 取り 込 み と ソ ル ビト ー ル 濃度の 変化を ア ル
ド ー ス リ ダク タ
ー ゼ 阻害剤添加と の 関連 で 試験管内で
検討 した ．
1 ． 対象
健常者か ら採取 し た血 液 の赤血 球 を対象と した ．
2 ． 赤血 球
早朝空腹時に ， 肘静脈 よ り ヘ パ リ ン 採血 し て3000 回
転ノ分， 10分間， 4
0
C で遠心 し， 血紫と 白血球層を取 り
除い た ． 赤血球 は ， 冷 K R B緩衝液で 2 回遠心洗浄 し
てか ら以 下 の 実験 に 供 し た ．
3 ． 赤血球 に お け る ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り込 み お よ
び赤血球 ソ ル ビ ト ー ル 濃度 に 与 える培地 グ ル コ ー ス お
よび アル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤の 影響
まず， 赤血 球 を90m gIdl グル コ ー ス を含 む K R B緩





レイ ン キ ュ ベ ー 卜 し た ． 次 に ， 赤血球 へ の ミ オイ ノ シ
ト ー ル放り込 み を Na 依存性 と Na 非依存性 に 分 け て
検討す る た め ， 赤血 球妄 K R B緩衝液 ， ま た は コ リ ン
溶液に 浮置 し ． OaノC O2く19こり 気相下 に そ れ ぞれ37
0
C ，
60分間イ ン キ エ ペ ー ト した ， こ れ ら の 溶液の ミ オイ ノ
シ ト ー ル 濃度 は ， 5ル M 旬 750m M ，グ ル コ ー ス 濃度 は
90〆 －450m gノdl とし ， 一 部 に は さ ら に ア ル ド ー ス リ ダ
クタ ー ゼ 阻害剤 を100月 M となる よ う に 添加 し た ． 各
溶液 に は
，
2－E3Hj－ ミ オ イ ノ シ ト ー ル くSpe Cific
activity， 370へ 740 G Bq く10へ ■20 Cilノm m ol， Ne w
Engla nd Nu cle a r社ナ を37KBqく1JJ Cillml加 え た ．
アル ド ー ス リ ダク タ ー ゼ 阻害剤と し て は ， O N O－2235
お よ び ICI－128，436E3－く4－br o m o－2－fluoroben zylト4－
OX O．3 H－phthala zin ．1－yla c etic a cidコ19，tァ イ ． シ ー ．
アイ フ ァ ー マ 製薬
，
大阪1 を使用 し た ． イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン終 了後 ， 赤血 球 を K RB 緩衝液 な い し コ リ ン溶
液で 2 回遠心 洗 浄し ， 赤血球の う ち0．5ml を試験管に
移して除 タ ン パ ク の た め 冷10％過塩素酸溶液1．5ml を
加 え て 振 逢 し
，
さ ら に 超 音波 粉砕 器 U R 200P
tTo my－Seiko 社 ， 束 荊 を用 い て60秒間 ソ ニ ケ ー トし
た 一 同液 を3000回転ノ分， 10分間遠心 し ， 上 清 をアイ ソ




赤血 球の う ち2叫 1 を ヘ モ グ ロ ビ ン 発 色液5．Oml
くHe moglob in B．te st，和 光純薬工業 ， 大阪I に 入 れ て ．
540n m で ヘ モ グ ロ ビ ン 濃度 を比 色定量 した ．
い 赤血球内 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取り込 み 率の 測定
上 記の 上 浦0．5ml に 液体 シ ン チ レ 一 夕 ー A CS IIlO
ml を加 え ， 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で ， 3H
の放射能 を計測 した ． 一 方 ， 培地溶液 に つ い て も 5 ％
硫酸亜鉛お よ び 0．3 N 水酸 化 バ リ ウ ム で 除 タ ン パ ク
後， 同様 に液体 シ ン テ レ 一 夕 ー を 加え
，
3
B の 放射能 を
計測 した ． こ れ ら の 値 よ り ， 赤血 球 へ の ミ オ イ ノ シ
ト ー ル 取 り 込 み 量 を 算出 し ． 単位 ヘ モ グ ロ ビ ン
くgHbJ あ た り の 値 で表 した ．
2う 赤血球内 ソ ル ビ ト ー ル 濃度の 測定
上 記の 上 清 を2 N炭酸 カ リ ウム 溶液 で中和 し ． そ の
ソ ル ビ ト ー ル 濃 度 を酵素法成， で測 定 し た ． 中和 上 清
0－48ml を0．25 M グ リシ ン緩衝液くpH7．封 0．40ml に
加 え ， 1 2m M N A Dくgr ade III， イ ー ス ト 由来 ， Sigm a
社IO．1ml，22単位ノml ソ ル ビ ト ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
溶液 化 ツ ジ肝由来， Sigm a 勧 20JLl とと もに3 7
O
C，
40分間イ ン キ エ ペ ー ト し た ． こ の 混合液 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 前後 の 蛍光強度を 神経内ソ ル ビト ー ルの 測定
方法 と同様の 条件 で 測定 し， 標準 サ ン プル の 検量 線 よ
り各サ ン プ ル 中の ソ ル ビ ト ー ル 絶対濃度を算出し ， 単
位 ヘ モ グ ロ ビ ン くgH bl あ た りの 値 で 表し た ．
4 ． 赤血球 へ の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り込 み に 与 え る
赤血 球内解糖抑制 の 影響
赤血球 へ の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み に お け る エ ネ
ル ギ ー 依存性 の有無 を検討す る た め ， 赤血 球内の 解糖
を抑制 し た 上 で 赤血 球 へ の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込
み を測定し た ， す な わ ち ， ま ず赤血 球を90m gノdl グル
コ ー ス 溶 液， グ ル コ ー ス を含 有 し な い 溶液 ， ま た は
2mgノml フ ッ 化 ソ ー ダ くS Odiu mflu o ride， NaFl を含む
90mgノdl グル コ ー ス 溶 液 に そ れ ぞ れ 浮置 し ， 02ノ
C O2く19こ1J 気相下 に370C ， 180分間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト
した ． 次 に ， 50JL M 2－E3Hコ． ミ オイ ノ シ ト ー ル190m gノ
dl グル コ ー スノK R B緩衝液な い し コ リ ン 溶 液 に そ れ
ぞ れ浮置 し ， 02ノC O2く1 9ニ11気相下 に37
0
C ， 60 分間イ ン
キ エ ペ ー ト し た ． イ ン キ ュ ベ ー シ ュ ン終 了後 ， 前記の
よ う に 処 理 し て 赤 血球 へ の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み
量 を求 め た ．
5 ． 赤血 球 内ソ ル ビ ト ー ル に 対 する ア ル ド ー ス リ ダ
ク タ ー ゼ 阻害剤 の 阻 害活性
ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤の 赤血球 ソ ル ビ ト ー
ル 蓄積 に 対す る 阻害活性 を検討す る た め ， 赤 血球 を
450m gノdlグ ル コ ー スノERB 緩衝液， ま た は そ れ に ア
ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤 を添加 し た 溶液 に 浮置
942




6 0分間イ ン キ エ ペ ー
卜 した ． イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 終了 後 ， 前記の よ う に 処
理 して ， 赤血球内 ソ ル ビ ト ー ル 濃度 を測定 し た ■ ま
た ， イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前の 赤血 球 に つ い て も ソ ル ビ
ト ー ル 濃度 を測定し た ．
丑L ヒ ト赤血 球 に お け る ソ ル ビ ト ー ル 濃度 お よ び ミ
オ イ ノ シ ト ー ル 濃度 の 生 体内 で の 検討
腎障害の な い 糖尿病者 を対象に ， 経 口 ブ ド ウ糖負荷
試験ま た は食事負荷試験 を施行 し ， 高血 糖下 に お ける
赤血 球内 ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度 お よ び赤血 球内ソ ル ビ
ト ー ル 濃度の 変 動 をア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤
くO N O－2235， 工C ト128，4361 投与と の 関連 で検討 し た ．
1 ． 対 象
11 0 N O－2 235の 赤血球内ソ ル ビ ト ー ル に 対す る影
響
タイ プ 2 くイ ン ス リ ン 非依存郵 糖尿病者11例く男性
9例 ， 女性2例1 を対象と した ． 平均年齢は55－5士2■6
歳 ， 躍病年数 は6．9士1．8年 で あ っ た －
21 0 N O－2235の 赤血球内 ミ オイ ノ シ ト ー ル に 対す
る 影響
タイ プ 2くイ ン ス リ ン 非依存型1 糖尿病者4例 く男性
1例 ， 女性 3例り お よ び タ イ プ 1 くイ ン ス リ ン依 存卦
糖尿病者 1例く女1勤の 5例 を対象 と し た ． 平均年齢は
56．2 士3．1歳 ， 羅病年数は8．4士3．2年 で あ っ た ■
3う1 C ト128，436 の赤 血球内 ソ ル ビ ト ー ル お よ び 赤
血球内ミ オイ ノ シ ー ー ル に 対す る影響
タイ プ 2 くイ ン ス リ ン 非依存型1 糖尿病者6例く男性
のみ1 を対象 と した ． 平均年齢 は5 9．3士4．8歳 ， 躍病 年
数 は12．5士3．7年で あ っ た ．
2 ． プ ロ ト コ ー ル
11 0N O曽2235の 赤血 球内 ソ ル ビ ト ー ル に 対 す る影
響
各例 に 対 し て 7 5g or al glu c o s etole r a n c etest
くO GT Tlを ， 1回目は ON O－2 235非投与で ． 2 回目 は
その 2 へ 4週 間後 に 糖負荷30分前 に O N O－2235く2 00
m gl を経口 投与 して施行 した ． 糖 負荷直軋 負荷後30
分 ， 60分， 90分 ， 120分お よ び180分 に ethyle n ediamin e
－
tetr a a c etic a cid くE D T Al 採血 し， それ ぞれ を ただ
ち に3000回転ノ分， 10分間 ， 4
0
Cで 遠心 し ， 血 祭 を 分離
し ， 赤血球 はさ ら に 冷生理 的食塩水で 3 回遠心洗浄し
た ， 血 襲は グル コ ー ス の ， 赤血 球は グル コ
ー ス お よ び
ソ ル ビ ト ー ル の 測定に 供 した ． な お ， 2回目の 血祭に
つ い て は ONO－2235濃度 を測定 した ．
2う O N O－2235 の赤血球内ミ オイ ノ シ ト ー ル に 対す
る影響
各例 に 対 し て食事負荷試験 を ， 1 回 目 は O N O－
2235非投与 で 2 回目 は そ の 2 週後 に 食前30分に
O N O－2235く200mgl を経 口 投与 し て 施行 した ． 食前，
お よ び 食後120分 に E D T A採血 し ， それ ぞれ 前記と同
様に 処 理 した ． 血 祭 は グ ル コ ー ス お よ び ミ オイ ノ シ
ト ー ル の ， 赤血 球 は ミ オ イ ノ シ ト ー ル の 測 定 に 供し
た ． な お ， 2回 目の 血 祭 に つ い て は O N O－22 35漉度を
測定 し た ．
3 うI CI－128，436 の 赤血 球内 ソ ル ビ ト ー ル お よ び赤
血 球内 ミ オイ ノ シ ト ー ル に 対す る影響
各例 に 対 し て 食事負荷試験 を ， 1 回 目 は ICI．128，
436非投与 で ． 2 回 目 は その 2 週後 に 食前3 0分に
I C ト128，436く150．300 ま た は600m gナ を経 口 投与し て施
行 し た ． 食 前 ， 食 後60分 ， 1 5 0分 お よ び 21 0分 に
E D T A採 血 し ， それ ぞれ 前記と同様 に 処理 した ． 血祭
は グル コ ー ス お よ び ミ オ イ ノ シ ト
ー ル の ， 赤血 球はグ
ル コ ー ス ， ソ ル ビ ト ー ル ， お よ び ミ オ イ ノ シ ト
ー ル の
測 定 に 供 し た ． な お ， 2 回目 の 血 祭 に つ い て は
工CI－128，436濃度 を測定 した ．
3 ． 糖 類の 測 定
1 つ 血糖値
血祭サ ン プ ル の 血 糖値 を グル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ法
で 測定 し た ．
2う 血費 ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度
血祭0．25ml に 5 ％硫酸 亜鉛1．Oml を加 え て振逢し
た 後 ． さ らに 0．3 N水酸 化 バ リ ウ ム1． Oml を加え て再
振過 し て 遠心 し た ． 遠心 後 の 上 帯0． 25ml をガ ラス
チ ュ ー ブ に 入 れ て ぽ
－ メ チル ー D － マ ン ノ ピラ ノ シ ツ
ド35月 g を内標準物質 と し て加 え ， チ ッ 素 ガス 気流下
に8 0
0
C で蒸発乾固 した ． さ ら に デ シ ケ 一 夕 ー 内で12時
間乾燥さ せ た 後， ビリ ジ ン40ノバ ， ヘ キ サ メ チル ジ シラ
ザ ン32声1， トリ メ チ ル ク ロ ロ シ ラ ン16声l を添加して
サ ン プ ル を ト リ メ チ ル シ リル 化 した ． その 約 3ノ上1 を
ガ ス ク ロ 質量分析計 M 牒0く日立 製作所1 に 注入 し ，
total io n c u rr entくTI Cl お よ び m ulti－io n sel ction
くM Sl に よ る検出 を行な っ た ． カ ラ ム に は 2 ％ O V
－1
く担体 ， Uniport H Pニ 担体粒鼠 6018011m を使用し，
カ ラ ム 温度は180
0
C 一 定 と した ， イ ン タ ー フ ェ ー ス 温
度お よ び注入 部温 度 は い ずれ も250
0
Cと し た ． M G値
は1．5k V，I V値 は20eV と し た． キ ャ リ ア
ー ガ ス には
ヘ リ ウ ム ガ ス く40mlノ釧 を使用 した ． ト リ メ チ ル シリ
ル 化ミ オイ ノ シ ト ー ル の マ ス ス ペ ク トラ ム は図1 に示
す とお りで ， mノe 217 で最大活性が得 られ た ■ 血祭の
ト リ メ チ ル シ リ ル 化物の ガ ス ク ロ マ ト グ ラム くT 工Clを
図 2 に 示 す ． 保持時間 4分20秒付近 に ミ オイ ノ シ ト
ー
ル が 検 出さ れ ， そ の mノe217の マ ス ク ロ マ トグラ ムを
付属 の コ ン ピ ュ ー タ ー ． シ ス テ ム M －003く日 立製作
ミオ イ ノ シ ト ー ル と ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤
師 を用 い て 面樺定量 した ． 保持時間40秒付近 に 内標
準物質 此
－ メ チ ル ー D－マ ン ノ ピラ ノ シ ッ ドが 検出さ
れ， その mノe 204 のマ ス ク ロ マ トグ ラ ム を 面積定量
し， 両者の比よ り ミ オ イ ノ シ ト ー ル 量 の 補正 を行 っ
た ． 同様 に して ミオ イ ノ シ ト ー ル 標準サ ン プ ル 希釈系
に つ い て検量線 を作成 し ， 各血 祭サ ン プ ル 中の ミオ イ
ノシ ト ー ル 絶対濃度 を算出 した ．
31 赤血球内グル コ ー ス 濃度
赤血球0．5ml を冷10％過塩素酸溶液1．5ml で除タ ン
パ ク後， 上清 を 2N 炭酸 カ リ ウ ム 溶液で 中和 し ， そ の
グル コ ー ス 濃度 を Be rgm eyer らの 方法ヤ に 準 じ て測
定した ． す なわ ち ， グ ル コ ー ス に つ い て は ， 中和上 清
20毎 1 を0．3 M ト リユ タ ノ ラミ ン緩衝液 くpH 7．5こ3
m M 硫 酸 マ グネシウムナ2 ． 5ml ， 1 5 0m M ade n o sin e
tripho sphateくA TPナノ12m M N A D P溶液200JLl と混
合して キ ュ ベ ッ トに 入 れ て か ら 1 m gノml グル コ ー ス
6 リン 酸デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ くオ リ エ ン タ ル イ ー ス ト

















タ ル イ ー ス ト社1 液20メ1 を添加 し ， 366n m で 添加前
後の 吸光度 を測定 し て生成 し た N A D P H量 を求 めた ．
同様に し て グ ル コ ー ス標準 サ ン プ ル希釈系 に つ い て 検
量線 を作成 し
， 各サ ン プ ル 中の グル コ ー ス 絶対濃度 を
算出し た ． 吸光 度計 は ， U V－1 90く島津製作所 ， 京都ンを
使用 し た ．
4う 赤血球内 ソ ル ビ ト ー ル 濃度
上記 の中和上清0．48皿l に つ い て 前記 の よ う に 酵 素
法42Iを 用 い て測定 し た ．
5I 赤血 球内 ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度
赤血 球100〆1 に10％ トリ ク ロ ロ 酢酸90叫 1 を加 え
て 振達 し ， さ ら に 超音 波粉砕器 U R 200PくTo my－
Seiko 社J を用 い て 60秒間 ソ ニ ケ ー 卜 し た ． 同 液 を
3000 回転ノ分 ， 10分間遠心 し， 上 清0．5ml を分離 ロ ー
トに 入 れ て dr－－ メ チ ル ー D － マ ン ノ ピ ラ ノ シ ッ ド3 5
声 g を 内標準物質と して加 え た ． さ ら に ， ト リ ク ロ ロ
酢酸を除去す るた め ジ ュ チ ル エ ー テル1 0ml を加 え て
振温洗浄 を 4 回 繰 り返 し ， 同液 を ガラ ス チ ュ ー ブ に 移
0 1 亡IO 2 00 300 4 0C1 5 0 0 6 亡lロ
Fig． 1． M a ss spe ctru m for trim ethylsilyトderivativ e s of myo，ino sitol． It sho w s
a ba sepe ak at mノe 217．
T工M EくH 工I疇． ン
4 5
l 亡l ヱロ コロ ヰ8 5 C1 60 7 亡1 81コ ．1n
Fig．2． Ga s chro m atogr a mくtotal io n c u rr e nt，
T ICl a nd m a s s chro m atogra m of trim ethyl－
Silyl－deriv ativ e s of pla s ma． S haded a re a
repr eS e ntS m a s s chr o m atogr a m of mノe 21 7 fo r
trim ethylsilyl－deriv ativ e s of m yo ．in o sitol．
T王 H Eく HI H． I
2 3 －1 5
l q と白 3 0 －1 0 5 0 丘q T O 8C1 9 0
Fig． 3． Ga s chr o m atogr a m 仕otal io n c u r r e nt，
TICl a nd m a ss chro m atogra m of trim ethyl－
Silyl－de riv ativ es ofe rythr ocytes． S haded a r ea s
repre sent m a s s chr o m atogr a m s of mle 217，
319a nd 204 fo r trim ethylsilyl．de riv ativ e s of
myo －ino sitol，S Orbitolandglu c o se，r eSpe Ctiv ely．
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し ． チ ッ 素 ガ ス 気流下 に80
0
Cで 蒸発乾固し た ． き ら に
デ シ ナ 一 夕 ー 内 で12時間乾燥 さ せ た 後 ， 前記 の よ う に
トリ メ チ ル シ リル 化 した ． そ の 約 3ノバ をガ ス ク ロ 質
量分析計 M ．80く日立 製作所1 に 注 入 しl 血 祭 ミ オ イ ノ
シ ト ー ル と 同様 に TI Cお よ び M Sに よ る検出 を行い
く図 31， ミ オイ ノ シ ト ー ル 絶 対濃度 を算出し た ．
なお ． 各赤血 球サ ン プ ル の ヘ モ グ ロ ビ ン 濃度 を前記
の方法 で 求 め ． 赤血球 グ ル コ ー ス ， ソ ル ビ ト ー ル ， お
よ び ミ オイ ノ シ ト ー ル は ， い ず れ も単位 ヘ モ グ ロ ビ ン
くgE bl あ た り の 値で 表し た ．
4 ． 血 祭中の ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤濃度の
測定
1う O N O－2235濃度
血祭 を エ タ ノ ー ル 抽出 した 後 ， ラ ッ ト レ ン ズ A Rに
対 す る阻害活性 を測定 して 血菜 O N O－22 35濃度 を算
出し た ．
2う工CI－128，436濃度
血祭を除 タ ン パ ク し た 後 ． 高速 液体 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ を用 い て 分析 して 血 祭 I Cl－128，436を測定し た ．
IV． 統計処理
デ ー タ は ， t－ ずれ も 平均値士 S E Mで 表 し た ． 有 意
差検定 に は ， Stude nt
7
s t－te St， O n e－ W ay A N OV A，
tw o． w ay A N O V A， M a n n－ Whitney u ．te st を 適 宜 用
い ， p億 5 ％以 下 を有意と した ． また ， 回 帰直線 は ． 最
小 二 乗法 を用 い て 求め た ．
州 ediu m m yo
－in o s汁．1 り 川 り
Fig． 4． Intr a c ellular 2一仁3Hコ． m yo．in o sitol uptake
byis olated rat s ciatic n e rv e a s afu n ction of
m ediu m myo －in o sitoI c o n c e ntr atio n． Solid
cir cle 00repre se ntstotal m yo ．in o sitol uptake，
solidtria ngle仁AI Na －indepe ndent m yo－in o sitol
uptake a nd s olidsqu a r e仰 Na－depe nde nt
m yo
－in o sitol uptake．
－ M ediu m glu c o se c o n c e n
－
tr atio n w a s90m gJ
I
dl． Ea ch point r epr e se nts
the m e a n of atle a st 4 dete r min atio n s．
成 績
工 ． ラ ッ ト坐 骨神経 に お け る 検討
1 ． ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み 率
11 取り込 み様式
ラ ッ ト坐 骨神経 へ の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み率と
0 0．1 0．2
－ノ H け 一旬川
－ 1
I
Fig． 5． Lin e w e a v e r－Bu rk plot of lV again stll
ESコ fo r Na －depe nde nt m yo－in o sitol uptake by
is olated r at s ciatic n erve ． T he r e cipro c al of
Na －depe nde nt myo －in o sitol uptake く11Vl
m e a su red in the pr e senc eof 90m gノdlglu c o se
くG 901 and 450m gノdl glu c o seくG4501 w as
plotted as a fu n ctio n of the re cipr o c al of
m ediu m myo －in o sitoI c o n c e ntr atio nく11ESコI．
Fig． 6． Dix o nplot of lV again sti fo r NaTde－
pe nde nt m yo－ino sitol uptake by is olated r at
s ciatic n e rv e． T he re cipro c al of Na
．depen－
dent m yo －ino sitol uptake く11Vl m e a s u r ed at
m edium myo －in o sitoI c o n c e ntr atio n of 5， 10
a nd 50p M m yo
－in o sitoI w a s plotted a s a
functio n of m ediu m glu c o s e c o n c entr atio n 川 ．
ミ オイ ノ シ ト ー ル と ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ阻害剤
培地ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度 と の 関係 を図 4 に示 す ．
Total とは K R B緩衝液で ， Na 非依存性と は コ リ ン
溶液で そ れ ぞれ イ ン キ エ ペ ー 卜 した 場合 で あ る ． 両者
の 善が Na 依存性で ある ． Na 依存性 ミ オイ ノ シ ト ー
ル 取り込 み は ， 培地 ミオ イ ノ シ ト ー ル 低濃度領域 で は
直線的に 増加 し ， 約5 00声 M で プ ラ ト ー に 達す る飽和
曲線を描い た － こ れ に 対 して ， Na 非依存性 ミ オ イ ノ
シ ト ー ル 取 り込 み は ， 少な く と も テ ス ト した100 0ノJ M
まで は培地 ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度 に し た が っ て 直 線
的に 増加 し た ． す な わ ち ， 神経 へ の ミオ イ ノ シ ト ー ル
取り込 み様式 に は ． Na 依存性で飽和性の も の と Na
非依存性 で非飽和性の も の の 2種類が 区別さ れ た ． 量
的に は， 培地 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 濃度50メ M の 場 合 は
Na 依存性が91％， Na 非依存性 が 9 ％， 培地 ミオイ ノ
シト ー ル 濃度5 00メ M の 場合 は Na 依 存性 が81％ ，
Na 非依存性が19％で あ り ， い ずれ も Na 依存性 が大
半を占め た ．
2う 培地 グル コ ー ス の 影響
Na 依存性取 り込 み 率と培地 ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度
Tablel． Estim ate s of kin etic pa r a m et rs
Of Na－depe nde nt m yo －in o sitol uptake into
s ciatic n e r v e
M ediu m glu c o s e Vm ax Kt
くm gノdl くn m olノglhrJ くFLMl
Lin e w e a v e r－Bu rk a n alysis
90
450








の 関係 を Linew ea ver－Bu rk 方式 でプ ロ ッ ト した 結果
を図5 に 示 す 一 培地 グル コ ー ス 濃度が90m gノdlの 場合
の 直線よ り450m gノdlの 場合の 直線の 方が 傾 き が 急峻
で
， 両 直線は縦軸上 の 1点で 交差 した ． 一 方 ， Na 依
存 性取 り 込 み 率と 培地 グ ル コ ー ス 濃 度 と の 関係 を
Dix o n方式で プ ロ ッ ト した 結果を図6 に 示 す ． 培 地ミ
オイ ノ シ ト ー ル 濃度 5， 10お よ び50ノノ M の 3直線は ，
横軸上 で は な く縦軸 の 左 側す なわ ち第2象限 に お い て
交差 した ． 以上 の こ とか ら
．
ラ ッ ト坐骨神経 に お け る
Na 依存性 ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り 込 み は
，
グ ル コ ー ス
に よ っ て 抑制 を受 け ， そ の 抑制方式 は競合性く指抗
性1で あ る こ と が示 さ れ た ．
Kin etic a n alysis の 結 果 を 表 1 に 示 す ． 培地 グ ル
コ ー ス 濃度90mgldlの 場 合 ， M icha elis の 定 数 Kt
くK叫 は ， Lin e w e a v e r－Bu rk 方式 か ら は 65．5JL M ，
Eadie．Hofste e方式か らは55．8JL M で あ っ た ． 培地グ
ル コ ー ス 濃度90m gldlの 場合 ， 最大速度 V m ax は ，
Lin e w e a v e r．Bu rk 方 式 か ら は 22．6n m ol gIhr，
Eadie－Hofste e方式 か ら は19．9n m oIJ，gJhr で あ っ た ．
ま た
， 抑制定数 K iくglu cos eJ は ， Dix o n方式か ら366
m gノdlで あ っ たく図61．
培地ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度 を5叫 M と し た場合の
ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み 率 を表2 に 示 す に の ミ オ
イ ノ シ ト ー ル 濃 度 に お い て は ， 図 4 に示 し た よ う に
Na 依存性 お よ び非依存性取 り込 み 率 は培地 ミ オ イ ノ
シ ト ー ル 濃度 に 対 し て直線性が保 た れ たト Na 依存性
ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み 率 は ， グル コ ー ス 濃 度450
m g佃1 で イ ン キ エ ペ ー ト し た 場合くG 450I は ， グ ル
コ ー ス 濃 度9 0m gノdlで イ ン キ ュ ベ ー 卜 し た 場 合
くG901 よ り有意 に 低値 で あり ， 約32％の 低下 を呈 した
くu npair edt．te st， pく0．01ト ニ れ に 対し て ． Na 非依存
性 ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り込 み 率は
，
培地 グ ル コ ー ス 濃
Table2■ Effe ct of A R inhibito r o n2一仁3Hコー m yO－in o sitol uptake into
s ciatic n e rv e
2－E3Hコー myO－in o sitoluptake r ate
くn m olノg w et wtIhrI
Gro up n Na－depe nde nt Nadindepe nde nt
G 9 0
G 450
G 450ノO N O－2235 1xlO． 6 M
G 450ノO N O－22351 XlO． 5M
G 450ノO N O－2235 1xlO． 4 M
10 10．53 士0．68 0．81 士0． 8







12 10－20 士0■ 54
d
o．81士0．08
M ediu m myo－in o sitoI c o n ce ntr atio n w a s50JJ M ．
a， pく0．01v sG 90ニb， pく0．001v sG 90ニ C， pく0．01vs G 450こ
d， pく 0．001 v sG 450．
946
度の変動 に よ っ て 変化 せず ， G 90， G 4 50間 に 有意差
はな か っ た ．
3ン ア ル ド ー ス リ ダク タ ー ゼ阻害剤添加 の 影響
表 2 に 示 す よう に ， G 450 の培地 に ア ル ド
ー ス リ ダ
ク タ ー ゼ阻害剤 O N O－2235 を添加す る と ， グル コ
ー ス
に よ っ て抑制 さ れ た Na 依存性 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取 り
込 み低下 は ， O N O－22 35 濃度依存性 に 改善 さ れ ， 10 0
声 M く1X 甘
4 叫 で は G90 と ほぼ同程度 とな っ た ■ こ
れ に 対 して ， Na 非依存性 ミ オイ ノ シ ト
ー ル 取 り こ み
は ， O NOt2235添加に よ っ て有意 の 変化 は示 さ な か っ
た ．
4つ 神経内ソ ル ビト ー ル 濃 度の 影 響
坐 骨神経 をグル コ ー ス 濃度の 異な る 3種類 の培地 で
あら か じ め プ レ イ ン キ ュ ベ ー 卜 し て 作製 し た ソ ル ビ
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Fig．7． E fe ct of in cr e a s ein n e rv e s o rbitoI
c onc entr atio n o nNa－depe nde ntくunfilled a r e al
and Na－independe ntくhatched a r e al m yo－in o si－
tol uptake into n e rv e． Ner ve pr epa ratio n s
w e rein c ubated fo r60 min with 50JL M myo
－
in o sitol190m gノdl glu c o s e afte r prein c ubation
fo r 60min in 90tAl， 450くBl o r 900m gJIdl
glu c o seくCl．
ル 取 り込 み 率 を o n e－ W ay A N O V A で比較 したが ． 3
群間 に 羞 は認 め られ なか っ た くF ニ 1．018， N Si図 り．
2 ． ソ ル ビ ト ー ル 濃度
前記 の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み と 同時 に 測定した
各イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン後 の ソ ル ビ ト ー ル 濃度 を表3 に
示 す ． G 450 は G 90 よ り有意に 高値 で あ っ た くu npaird
t．te st， pく0．0011． G450に O N O－2235 を添加 した群で
は
，
ソ ル ビ ト ー ル 値 は O N O－2235 の濃度 に依存 して低
下 し ， 1 X lO－4M 添加群 は G450 との 間に 有意差 を認め
た くu npairedt－te St， pく0．01． ま た ， I C50， す なわ ちG
450に お ける ソ ル ビ ト ー ル 増加 を50％ に 抑制 す る の に




工I ． ヒ ト赤血 球試験管内に お け る 検討
1 ． ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み 率
7500 250 5 0 0
川 合diリ M m y中 一in 朋加ol いれ 州り
Fig． 8． Intr a c ellula r2
．亡3Hコー m yO－in o sitol uptake
by e rythrocyte s a s afu n ctio n of m ediu m
m yo ，in o sitoI c o n c e ntr atio n． Solidcircle 00
r epr e se nts total m yo
－ino sitol uptake a nd s olid
tria ngle 困 Na －indepe nde nt m yo－in o sitol
uptake ． M ediu m glu c o s e c o n c e ntr atio n w as
90m gldl． Each point r epre s e nts the m e a n of
atle a st 4 dete r min atio n s．
Table3． Effe ct of A R inhibito r o n s o rbitol a c c u mulatio nin s ciatic n er v e
N er v e s o rbitol
Gr o up n
Co n ce ntratio n ％ C ha ngein




G 450ノO N O－22 35 1XlO
－ 6 M
G 450ノO N O－22351xlO
－ 5M
G 450ノO N O－2235 1xlO
－ 4 M
4 0．076 土0．0 06
10 0．077 士0． 06
14 0．1 27 士0－ 04
a
o
8 0．1 29士0．0 11
a












a， pく0．001v sG 90こb， pく 0．05vs G 90i C， pく0．01v sG 4 50．
ミ オイ ノ シ ト ー ル と ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤
い 取 り込 み様式
赤血球 へ の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り込 み 率と培地 ミ オ
イ ノ シ ト ー ル 濃度 と の 関係 を図 8に 示 す ． ミ オイ ノ シ
ト ー ル 取 り込 み 率は ， K R B緩衝液 で イ ン キ エ ペ － 卜
した場合が コ リ ン溶液 で イ ン キ エ ペ ー 卜 した場合 よ り
常に 低値 で あ っ た ． す な わ ち ． 赤血球 に お け る ミ オイ
ノ シ ト ー ル 取り込 み は Na 非依存性で あ っ て ， Na の
存在は その 取り込 み を む し ろ抑制 した ． Na 非依存性
ミオイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み は ， 培地 ミ オ イ ノ シ ト ー ル
濃度に し たが っ て 直線的に 増加 し， ミ オ イ ノ シ ト ー ル
の溶解度く14gノdl， 25
0
Cl に 近 い 極端 な 高濃度 で あ る
750mM に お い ても プ ラ ト ー を呈 さ な か っ た ．
21 培地 グル コ ー ス の 影響
Na 非依存性取 り込 み と培地 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 濃度
の関係を Lin e w e a v e r－ Bu rk 方式で プ ロ ッ トし た結果
を図9 に 示 す ． 培地 グ ル コ ー ス 濃度 の 0 か ら4 50m gノ
dlへ の 増加 に した が っ て 直線 の傾き が 急峻化 し， 培地
グル コ ー ス に よ っ て Na 非依存性ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取
り込 み の低下す る こ と が示 さ れ た ． しか し， 直線 は ，
軸上 の 一 点 で 交差 せ ず， 原点 に 集束 した ．
31 ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ阻害剤添加 の 影響
G 9 0
，
G45 0お よ び 後 者 に O N O－2235ま た は
ICI－128，436を 1XlO
－ 4






Fig－ 9． Lin e w e a v er－Bu rk plot of lV again stll
I
ESjfo rNa －indepe nde nt m yo－in o sitoluptake by
e rythro cyte s． T he r e clpr O C al of Na－indepen －
de nt m yo－in o sitol uptake く1JVン m e a s u r ed in
the abse n c eくG Ol or pre s en c e of 90m gldl
glu c o s eくG 90ナ a nd 450 m gldlくG450ン w a s
plotted a s afu n ction of m ediu m myo －ino sitoI
C O n C e ntr atio nく11ESコ1．
Table4． Effe ct of A R inhibito r o nN a－independe nt2－F3王牲 m yo －in o sitol
uptake into e rythr o cyte s
Gr o up n
2一亡3 町 m yo－in o sitol uptake r ate
くn m olノgH blhrl
G 90
G 450












M ediu m myo－in o sitoI c o n c e ntratio n w a s50p M ．
a， pく0．01v s G 90．
Table5． Effe ct of inhibition of erythr o cyte glyc olytic pathw ay on
Na－indepe nde nt2一仁3Hコーm yO －in o sitoluptakeinto erythro cyte s
Pr ein c ubatio n c o nditio n n









w e r ein c ubated fo r60min with 50JI M 2－E3HコーrnyOTin o si－
tol190mgJ
，
dlgluc o s eafte rpr ein c ubated fo r180minin 90m gldlglu c o s e
くG 901， glu cos efr e eくG OI o r90m gノdlglu c o s e m ediu m c o ntaining 2 mgl
ml NaFくG901NaFl，
948
依存性 ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り 込 み 率 を表 4 に示 す －
one－ W ay A N O V Aに よ る比 較 で は ， G4 50 は， G 90 よ
り 有意に 低値で あ っ た くF ニ 8－192， pく0．01， G 45 0に
O N O．2235 ま た は1 C ト1 28，436 を添加 し た群 は ， G90
よ り 有意 に 低値 で あ っ て くそ れ ぞ れ ， F
ニ 6．503，
pく0．01ニF ニ 8■192， pく0． 叩 ， G450 と差が なか っ たくそ
れ ぞ れ ， F ニ 0．0974， N Si F
ニ 0， N Sl．
41 赤血球内解糖抑制の 影響
赤血球 を90m gノdl グル コ ー ス 溶液 ， グ ル コ
ー ス を含
有 し な い 溶液 ， ま たは 2m glml NaF を 含む90m gldl
グ ル コ ー ス溶 液で180分間プ レ イ ン キ ュ ベ ー 卜 し た 上
で の それ ぞれ の 赤血 球 へ の Na 非依存性 ミ オイ ノ シ
ト ー ル 取 り込 み率を表 5 に 示 す ． 3群間 に 差は 認め ら
れ な か っ たくM an n－ Wh itn ey u ．te stl．
2 ． ソ ル ビト ー ル 濃度
前記の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り 込 み と 同時に 測定 し た
各イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後の ソ ル ビ ト ー ル 濃度 を表 6 に
示 す ． o n e－ W ay A N O VA に よ る比 較 で は ， G450 は，
G 90 よ り有意 に 高値 で あ っ た くFニ 10－36， pく0．001ト
G450に O N O－2235 ま た は 1C ト128，436を添加 し た 辞
は ． G 45 0 よ り有意 に 低値 で あ っ た くそ れ ぞ れ F
ニ
1J4げ 7 1が IJ
5
C Q n一色n I rq lk n oI AR inhibけo r t州I
Fig．1 0． Effectof O N O
．22 3500a nd I CI－128，436 困
o n s o rbitol a c c u m ulatio n in e rythr o cytes
inc ubated with 450m gldlglu c o se．
3．645， pく0．05i F
ニ 10．61， pく0－00リ．
両ア ル ド ー ス リダク タ ー ゼ 阻害剤 の濃度 と赤血球ソ





























































































－ 3 0 0 ユO d O 9 0 1 2 018 0
一拍 帽 い浦山
Fig． 11． Com pa ris o n of blo od glu c o s e， erythro
．
cyte glu c o s e a nd e rythr o cyte so rbitoI c o n c en
－
tr atio n sin the first O G T Tpe rfo r m ed witho ut
administr atio n of ONO－2235く0－ － 01a nd in
the s e c o nd O GT T pe rfo r m ed with adminis
．
tr atio n of ONO－2235く中一 － ■1． Valu e s are
m e a n s士S E Mくn ニ 11．
．
， pく0．05signific ant
differ e n c esfr o m the first O GT T． Shaded
ar e a repre s ents m e a npla s m a c on c entr atio n o
f
O N O－2235 in the s e c ond OG T T．
Table6． Effe ct of A Rinhibito r o n s o rbitol a c cu m ulatio nin e rythr ocytes
Erythrocyte so rbitol
Gr o up
Co n centr atio n ％ Cha nge in

























a， pく0．001v sG 90こb， pく0－05v s G 450i C， Pく0．0 01
vs G 450．
ミオ イ ノ シ ト ー ル と ア ル ド ー ス リ ダク タ ー ゼ阻害剤
ル 蓄積率 は ， 各ア ル ド
ー ス リ ダク タ ー ゼ阻害剤の濃度
に依存 して 低下 した ． O N O－2235の 1C知 は ， ン 1 X
lO
－ 4M ， I CI．128，436 の IC5 。は ， 6．4x lO
， 6
M で あ っ
た ．
HL ヒ ト赤血球生体内に お け る 検討
1 ． O N O－2235 の赤血球内ソ ル ビ ト ー ル に 対す る影
響く図11ン
1回目くONO－2235非投与 で 施行I の75g O G T Tに
おける血糖値， 赤血球内グ ル コ ー ス お よ び 赤血 球内ソ
ル ビ ト ー ル 値と ， 2 回 目 くO N O－2235投与 で施行1 の
75g O G T Tに お け る こ れ ら の 値 の 差 を tw o． w ay
A N O V Aくr epeated m e a su r e sl を 用 い て 検 定 し ，
Scheffe 型で 多重比較 した ．
い 血 糖値
糖負荷前の血糖値 は ， 1 回目が140 士16， 2 回 目 が
144 士18m gノdlで両者間に 差 は なか っ た ． 糖 負荷後 ，
1 回目， 2回 目とも経時的に増加 し ， 1 20分 に そ れ ぞ
れ308 士27， 317士27m gノdl の頂値 に 達 した ． そ の後 両
者と も低下 し た ， ま た ， い ずれ の時間に お い て も 1 回
目と 2回目間に 差 は認 め られ な か っ た くF こ 0 ．09 17，
N Sl．
2I 赤血球内グル コ ー ス 濃度
糖負荷前の赤血球内 グ ル コ ー ス 濃 度 は ， 1 回 目 が
0．78 士0．20， 2 回目 が0．71士0．1紬 m olノgH b で両者
間に差は なか っ た ． 糖 負荷後経時的 に 増加 し ， 1 回目
セは120分 に ， 2回 目で は90分 に それ ぞれ2．20士 0． 軋
2．33 士0．51JL m OIJgH b の頂値 に 達 した ． そ の後 両者
とも低下 した ． ま た ， い ずれの 時間 に お い て も 1 回目
と 2 回目問 に 差 は認 め ら れ な か っ た くFこ 0 ．02 8 9，
N Sト
31 赤血球内ソ ル ビ ト ー ル 濃度
糖負荷前の 赤血球内 ソ ル ビ ト ー ル 濃度 は ， 1回 目が
27－6士2 ．3， 2回 目が29．6士3．2 n m ollgH b で両者間
に差はな か っ た ． 糖 負荷後 ， 1 回 目 ， 2 回目 とも経時
949
的に 増加 し ， 120分 に そ れ ぞ れ48．9士4 ．1， 39． 6 士3． O
n m oIJ
，
gH b の頂備 に 達し た ． 1 回 目と 2 回 目間 に6 0
分 ， 90分 ， 120分お よ び180分 に お い て有意羞が認め ら
れ た くF ニ 5． 782， pく0． 05ト
り 血中 O N Ot2235濃度
2 回目 に お け る O N O－2235濃度は ， 30分で 頂値 に 達
した後漸減 し た ． 180分 に お い て も頂値 の66％ の 濃度
が認 め ら れ た ． 各 例 に お け る1 8 0分間 の 平均血 中
O N O－2235濃度 と下記の式で 算出 した 赤血球内ソ ル ビ
ト ー ル 抑制 率間に は有意相関 は 認 め ら れ な か っ た
くr ニ 0．394， N SI．
ソル ビト ー ル抑制率 ニ
A U Cく1回目卜A U Cく2回剛
A U Cく1回削
XlOOく％1
くた だ し ， AU Cくa re a u nder c u r v el は ． 各
O G T Tに お ける ソ ル ビ ト ー ル 曲線下面横ナ
2 ． O N O－2235 の赤血 球内ミ オイ ノ シ ト ー ル に 対 す
る影響く表 り
1回 目くON O－2235非投与で施行1の食事負荷試験
に お ける 血糖値 ， 血渠ミ オ イ ノ シ ト ー ル ， 赤 血球内ミ
オ イ ノ シ ト ー ル 債 と ， 2 回 目 くO N O－2235投与 で 施
行ナの食事負荷試験 に お ける こ れ ら の値の 変化 お よ び
差 を pair ed t．te st で検定 した ．
1う 血糖値
食事負荷前の 血糖値 は ， 1 回目と 2 回目間に 差 は な
か っ た ． 食事負荷後 ， 1回 目 ， 2 回目 とも有意に 増加
した ． ま た ， 1 回目と 2 回目間に 差 は認め ら れ な か っ
た ．
2う 血祭 ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度
食事負荷前の 血 襲ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度は ， 1 回目
と 2 回目間に 差 はな か っ たが ， 正 常者 に 比 し高値傾向
で あ っ た ． 食事負荷後． 1回 目 ， 2 回目と も や や増加
したが 有意の 変化 で はな か っ た ． ま た ， 1 回目と 2 回
目間に 差 は認 め られ な か っ た ．
3う 赤血球内 ミオ イ ノ シ ト ー ル 濃度
Table7． Pla s m a myo －in o sitol． e rythr o cyte myo －in o sitol a nd pla s m aglu c o s e c on c e ntratio nin n o r m al a nd d iabetic
Subje cts
Pla s r n a myo －in o sitol
く刃 Mユ
Erythr o cyte myo－in o sitol
くn m olノgH bJ
Pla s m aglu c o s e
くm gノdり
Gro up n O min 12 0min O min 120min O min 12 0min
No r m al
Diabetic
u ntre ated
O N O－22 35－tr e ated
10 27．2士2．1
5 36．8 士7．7 45．9 士10．9
5 35．5士3．8 4 9．8士 2．0
1 26 土11
18 8 士2 58 194 土33
17 8 士2 2礼 184 土24
90 士3
130 士16孔 1 95 士20C
123 士 8b 18 3 士20C
O N O－2235w a s giv e n30 min befo r e rn e al lo ading． Pla s rn a c o n c e ntr atio n s of O N O－2235 in diabetic s ubje cts at
Omin and 120 min w e r eO．92士0．81 a nd 5．8 3 士1．41 JJ glr nl． r e spe ctiv ely．
a
． pく0．05 vs No r m algr o up ニb， pく0．0 0 1v s No r m al gr o up ニC ， Pく0．01 vs tim eO min．
950
食事負荷前の 赤血 球内ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃 度は ， 1
回目 と 2 回目間 で 差 はな か っ た が ， 正 常者の 平均値よ





























































































































人 叫 一 － －
一 石
水中
lC 卜1 1 8，4 3■
l
－ 3 0 0 ふ0 15 0 引 0
Tim eくminI
Fig． 12． Co mpa ris o n of blo od glu cos e， e rythr o
－
cyte glu c o s e， e rythro cyte s o rbitoll pla s m a
myo －in o sitol and erythr o cyte myo
．in o sitoI
c o n c e ntr ations in the fir st m e al lo ad te st
perfo r m ed witho ut administr atio n of ICI
－
1 28，436く0－． ． － 01 a nd in the se c o nd m e al lo ad
test with administr atio n of l CI．128，436く■ －





， pく0．01signific a ntdiffe r e n c e sfr o m
the first m e al lo ad te st． Shaded a re a r epr e－
s e nts m e a npla s m a c on c e ntr atio n of ICI
－128，
436 in the se c ond m eal lo ad te st．
t－te Stl． 食事負荷後 ， 1 回目 ， 2回 目 と も有意の 変化
を示 さ なか っ た ． ま た ， 1回 目と 2回 目間に 差 は認め
られ な か っ た ．
3 ． 工Cエー128，436の 赤血球内 ソ ル ビ ト ー ル お よ び赤
血 球内 ミ オイ ノ シ ト ー ル に 対す る影響 く図121
1回 目く1 CI－128，436非投与 で 施行ナ の 食事負荷試験
に お け る血糖値 ， 赤血球内グ ル コ ー ス ， 赤血 球内ソル
ビ ト ー ル ， 血 梁ミ オ イ ノ シ ト ー ル ， 赤血 球内 ミオイ ノ
シ ト ー ル 値と ， 2回 目 くICI－128，436投与 で施例 の食
事負荷試験 に お け る こ れ ら の 債 の 差 を tw o－ W ay
A N O V Aくr epe ated m ea s u r e sl を 用 い て 検定 し ，
Scheffe 塾 で 多重 比 較 し た ．
1う 血糖値
食事負荷前の 血糖値は ， 1 回目 が1 34 士10， 2 回目
が142士17m gノdlで 両者間 に 差 はな か っ た ． 食事負荷
後 ， 1 回目 ， 2 回目 と も経時的 に 増加 した 後 ， 漸減し
た ． ま た
，
い ずれ の 時間 に お い て も 1回 目 と2 回目間
に 差は 認め ら れ な か っ た 肝 こ 0．8367， N Sl．
21 赤血球内グル コ ー ス濃厚
食事負荷前 の 赤血球内 グル コ ー ス 濃度は ， 1 回目が

























川 帥 叩 Iq s m qlくトー 叫 43 6 くygノm り
Fig． 13． Relatio n ship betw e e n ％inhibitio n of
e rythr o cyte s o rbitol a nd m e a npla s m a c o n c e
．
tr atio n of I CI－128，436． Subje cts w er egiv e n
1500， 300困 o r600m g of I CI－128，43 6く叫30
min befo r e m e al lo ading．
ミ オイ ノ シ ト ー ル と ア ル ド ー ス リダ ク タ ー ゼ 阻害剤
間に差 はな か っ た ． 食事負荷後 ， 1 回臥 2 回目と も
経時的に増加 し た後 ． 減少 した ． ま た ， い ずれ の 時間
にお い て も 1 回目 と 2 回目間に 差は認 め られ な か っ た
くF ニ 0． 1542， N SI．
31 赤血球内ソ ル ビ ト ー ル 濃度
食事負荷前 の赤血球内 ソル ビ ト ー ル 濃度 は ， 1 回目
が23．7 士1．2， 2回目が24．2士1．4n m ollgH b で両者間
に羞はな か っ た ． 食事負荷後 ， 1 回目 で は経時的 に 増
加したの に 対 し ， 2 回目 で は減少 し低値 を持続 した ．
また ， 60分 ， 150分お よ び210分の い ずれ に お い て も 1
回目と2 回目間 に 有意差 が認 め ら れ た くFニ 2 9． 15，
pく0．01 －
4う 血祭 ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度
食事負荷前の 血梁ミ オ イ ノ シ ト ー ル 濃度 は ， 1回 目
が35．2士3．0， 2 回目が34 ．7 士1． 3〆 M で両者間 に 差
はな か っ た が ， い ずれ も正 常者 の 平均値2 7． 2 士2．1
月 M く表り よ り有意 に 高値 で あ っ た くい ずれ も pく
0．05， u npair ed t－te StJ． 食事 負荷後 ， 1 回目 ， 2回 目
とも経時的 に増加 した ． ま た ， い ずれ の 時間に お い て
も 1 回目 と 2 回目間 に 差 は認 め ら れ な か っ た くF ニ
0．7002， N Sト
5う 赤血球内ミ オ イ ノ シ ト ー ル 濃度
食事負荷前の 赤血球内ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃 度は ． 1
回目が192士16， 2 回目が184 士16n m ol gH bで 両者間
に差は なか っ た が ， いずれ も正 常者の 平均値12 6士 11
n m olノgH bく表 り よ り 有意 に 高値 で あ っ た くい ず れ
もpく0．01， u npaired tqte stJ． 食事負荷後 ． 1 回目 ， 2
回目と も経時的に わ ずか に 増加 した が 有意の 変化 で は
なか っ た ． ま た
，
い ずれ の 時間 に お い て も 1 回目 と 2
回目間に 差は認 め られ な か っ た くF ニ 0．0014， N Sト
61 血 梁 1 Cエー128，436濃度
2 回目に お け る ICエー1 28，436濃度は ， 6 0分で 頂 値 に
達した後漸減し た ． 210分 に お い て も 頂値 の 4 8％ の 濃
度が認め ら れ た ． 各 例 に お け る210分間の 平均血 中
工CI－128，43 6濃度と前記の 式で 算出 し た 赤血球内 ソ ル
ビト ー ル 抑 制率間 に は 有意相関 が 認 め ら れ た け こ
0－824， pく0 ．05， 図13ト また ， 赤血 球内 ソ ル ビ ト ー ル
抑制率 は
，
ほ ぼ投薬量 に 比 例 して増大 し た ．
考 察
I
． ラ ッ ト坐 骨神経試験管内 に お け る ミ オ イ ノ シ
ト ー ル 取 り込 み お よ び ソ ル ビト ー ル 代謝
ミ オイ ノ シ ト ー ル は ， イ ノ シ ト ー ル の 9 つ の 異性体
の 一 つ で ， きわ めて 安定 した環状 ア ル コ ー ル で あ り，
広義に はソ ル ビ ト ー ル と 同様 ， 糖 ア ル コ ー ル に 分類さ
れる ． ミオイ ノ シ ト ー ル は
， 植物 ． 動物 の 細胞 に 遍在
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し ， 神経 内に も存在 する こ と が知 られ て い る32I． 生体
各細胞に お け る ミ オイ ノ シ ト ー ル 維持方法と し て は ，
細胞外か ら細胞内 へ ミ オ イ ノ シ ト ー ル を取 り込 む方法
と ， 脳 ， 肝 ， 腎 仲 や精巣亜lの よ う に 細胞自身が グ ル コ ー
ス ー 6 － リ ン 酸 か ら酵素反応 で ミ オイ ノ シ ト ー ル を合
成す る 方法 の 二 つ が 知 られ て い る ． 坐 骨神経 に も こ の
よ う な ミ オイ ノ シ ト ー ル 合成 系の 存在が 示唆 され て は
い る が そ の 活性 は小さ く 鳴I， 坐骨神経内の ミ オ イ ノ シ
ト ー ル は ， も っ ぱ ら取り 込 み に よ っ て 維持 され て い る
と 考え ら れ て い る ．
本研究 の結果 か ら ， ま ず， 末棺神経に お け る ミ オイ
ノ シ ト ー ル 取 り 込 み様式 に は ， Na 依 存性 の も の と
Na 非依存性の も の の 2種類 が区別さ れ る こ とが 示 さ
れ た ． 培地 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 濃度が 比 較的低 い 場合 は
ほ と ん どが 前者 で 占 めら れ た こ と から
， 生理 的条件 に
お け る ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み は， 主 と して Na 依
存性 で あ る こ とが 明 ら か と な っ た ． Na 依存性 ミ オ イ
ノ シ ト ー ル 取 り込 み が飽和性 で あ っ た こ と か ら ． Na
依存性 ミ オイ ノ シ ト ー ル 輸送 は担体介在性輸送である
と 考え られ た ． ま た ， 予 備実験 で ． グ ル コ ー ス を含有
し な い 培地で 坐 骨神経を あ らか じめ プ レ イ ン キ ュ ベ ー
卜し た上 で ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取り 込 み を検討 した が ．
そ の 結果 ， Na 依存性 ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り込 み 率が
低下 し た こ と か ら ， Na 依存性ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り
込 み は エ ネル ギ ー 依存性の 輸送 ． す なわ ち能動輸送で
あ る と考 えら れ た ， 一 方 ， グ ル コ ー ス は ， Na 依 存性
ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み に 対し て 抑制的に 作用 す る
こ と が 示 さ れ た ． そ の 抑 制方式 は ， Line w e a v e r－
Bu rk プ ロ ッ ト お よ び D ix o nプ ロ ッ トの 結果 よ り競合
抑制 で ある こ と が明 ら か と な っ た ． こ れ は
，
グ ル コ ー
ス が ミ オイ ノ シ ト ー ル と構造的類似性 珊 を有す る た め
に
， 両者が ミ オイ ノ シ ト ー ル 輸送担体 に 共通 に 親和性
を も つ こ と に よ る と解釈さ れ る ． この 際 ， Kt 値 が 培
地 グ ル コ ー ス 濃度90mgノdlで 65 ．5メイ M とか な り 小さ
か っ た こ と か ら ， こ の 担体は ミ オイ ノ シ ト ー ル に 高 い
親和性 を有 し て お り ， さ ら に Kiくglu c o s el 値 が3 66
m gノdlで あ っ た こ と を考 え併 せ る と
，
こ の 担体 の ミ オ
イ ノ シ ト ー ル に 対す る親和性 は グ ル コ ー ス に 対す る そ
れ の 約300倍 以 上 と み なさ れ る ． 以 上 は ． Gr e e ne ら 川
が 家兎の 単離坐 骨 神経 を用 い て行 な っ た実験結果 と ほ
ぼ同様の 成績 で あ っ た ． 糖尿病動 物の 末棺神経 捌 醐 に
おい て も糖尿 病患者の 末梢神経抽 に お い ても ミ オイ ノ
シ ト ー ル 欠乏 が 観察 され て い る ． そ の 機序と し て は上
記の よ う な糖尿病 に お け る高血糖状態が末棺神経 へ の
ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み を阻害す る こ と が 主 成因で
あ ると 考 えら れ る ．
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高濃度 ミ オイ ノ シ ト ー ル 添加 食 を投与さ れ た糖尿病
ラ ッ トで は ， 坐 骨神経内 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 減 少 と
M N C V遅延が と もに 改善す る こ と が実証 さ れ て い る
が 瑚 51－， こ れ は ， 神経 ミ オイ ノ シ ト ー ル が ほと ん ど取
り込 み に 依存す る こ と を 示 す の み な ら ず ミ オイ ノ シ
ト ー ル が 神経機能維持に 実際 に 関与 し て い る こ と を示
唆す る も の で ある ． 糖尿病患者 に お い て も ， 糖 尿病性
末棺神経障害 に 対す る ミ オ イ ノ シ ト
ー ル 投与 の 効果は
い く つ か の施設 で す で に 検討さ れ て い る
記卜 瑚
Cle m e nts ら541は
， 糖尿病患者を 2群 に 分 けて ， 一 方
に は高濃度 ミ オイ ノ シ ト ー ル 食 く1．3gノ即 を ， 他方 に
は低濃度 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 食 く0．4gノ別 を そ れ ぞ れ16
週間与 え ， M N C Vお よび 知覚神経伝導速度くS e n S O ry
n e rv e c ondu ctio n v elo city， S N C Vl の 経過 を観察 し
た ． そ の結果 ， 低濃度 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 食 投与群で は
M N C V が有意に 減少 して S N C V も わずか な が ら 減
少 した の に 対 し ， 高濃度 ミオ イ ノ シ ト ー ル 食投与群で
は S N C V が有意 に 増加 し て M N C V も若 干 増加 し
た ． こ れ ら は ， ヒ ト末梢神経機能 も部分的なが ら も ミ
オイ ノ シ ト ー ル の 影響下 に ある こ と を 示 唆す る も の で
ある ．
ミ オイ ノ シ ト ー ル 欠乏の M N CV 遅延 に 対す る 作用
機序 は未解決 で あ るが ， S Odiu m －pOta SSiu m－ ade n o sin e
tripho sphata s eくNa－K －A T Pa s el 活性低下を介 し てい
る と 今日考 え ら れ て い る ． 糖 尿病動物 の 坐 骨神経 で
は ， Na－ K－A T Pa s e活性の 低下 が証明 さ れ て お り
55，
．
軸索 にお ける こ の活性低下 に よ っ て Na が停滞 し ， そ
の結果膜電位が低下 し ， つ い に M N CV が 遅延す る と
考 え ら れ る56l． Na． K －A T Pa se活性 は プ ロ テ イ ン キ
ナ ー ゼ C活性 の作用 下 に ある が ， プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ
C活性は ， ホ ス フ ォ イ ノ シ チ ド の分解産物 で ある ジ ア
シ ル グリ セ ロ ー ル ， お よび イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸塩 に
ょ っ て小胞体 か ら 動員 され た カ ル シ ウ ム イ オ ン の 二 者
に よ っ て 相乗的活性化 を受 け て い る ． ミ オ イ ノ シ ト ー
ル は ， ホ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト
ー ル 代謝回 転の 前駆物
質で あ り ， し たが っ て ミオ イ ノ シ ト ー ル 欠乏は こ の 経
路の 活性低下 を介 し て間接的 に Na． K－ A T Pa se活 性
を低下さ せ る と想定 され る
57，
． Gr e e n eら
58，は ， 糖尿病
ラ ッ ト坐 骨神経 に お け る ミ オ イ ノ シ ト ー ル 欠乏 と
Na rK －A T Pa s e清性低下が 1％ ミ オ イ ノ シ ト ー ル 添加
食 に よ っ て 共 に 完全に 改善 す る こ と を 報告し た が ， こ
れ は神経内ミ オイ ノ シ ト ー ル 欠乏と Na －K －A T Pa se活
性低下 の関連性 を支持す る も の で あ る ． 一 方 ， ミ オイ
ノ シ ト ー ル 欠乏の神経形態学的変化 に 対す る 作用 機転
に つ い て も ， こ のよ う な Na
－ K－A T Pa s e活性低下 の点
か ら究明さ れ て い る ． 軸索の Na． K－ A T Pa seの分布 は
ラ ン ヴ ィ エ 絞輪 に 集中し てい るた め ， 糖 尿病状態では
こ の活性低下 に よ る Na 蓄積 が ラ ン ヴ ィ ェ 絞輪 に 生
じ， 同部の 腫脹 をき た す ． こ の腫 脹 は ， 引 き続い て い
わ ゆ る r 軸索． グリ ア接合異常J に 進展 し ， さ ら に傍
絞輪性脱髄 の前段階 を形成 す る と い わ れ て い る 叩 ． こ
の よう な神経の形態学的変化は実験動物 瑚 の み なら ず
ヒ ト
601 に お い て も 観察さ れ て い る － Gre e n eら 叩 は
， 糖
尿病 ラ ッ ト脛骨神経 に お け る ラ ン ヴ ィ エ 紋輪部の腫 脹
が ミ オイ ノ シ ト ー ル 添加食投与 に よ っ て防止 しうる こ
と を 示 した が ， こ れ は神経内ミ オイ ノ シ ト ー ル 欠乏と
神経の 形態学的変化と の 結び付 き を示 唆 す る もの で あ
る ．
以 上 か ら ， 本研究 で 示 した 高濃度グ ル コ ー ス 下 Na
依存性 ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み 減少 とい う 代謝面の
異常 は ， Na－ K ．A T Pa se活性低下 な ど 一 連の 反応を介
して 末梢神経 の 機能面 お よ び形態面 の 障害 ． 変化を惹
起 し ， 糖 尿病性神経障害 の 進展 を き た す と 考え られ
る ．
一 方 ， 今回 の 試験管内の．実験で ， ミ オ イ ノ シ ト
ー ル
取 り込 み率 と同時 に 神経内 ソ ル ビ ト ー ル 濃度の 変化に
つ い て も検討 した ． 高濃度 グ ル コ ー ス 下 に お い て坐骨
神経 ソ ル ビト ー ル 濃度 の 有意増加が認 め られ た ． これ
は ， 糖 尿病動物 の 坐 骨神経内ソ ル ビ ト ー ル が 異常高値
であ る生体内の所見31 軒 8Iと符合 し て お り ， ソ ル ビト ー
ル 経路が 坐 骨神経内 に も 実在す る こ と を支持 するもの
で あ る ． し か し なが ら ． 糖尿病性神経障害発症 ． 進展
に お け る ソ ル ビト ー ル 蓄積の 意義 はい まだ に確立さ れ
て い な い ．
ソ ル ビ ト ー ル 蓄積 説は ， も と も と糖尿病性白内障の
成因を説明す る た め に 提 唱さ れ た仮説 で あ る ． レ ンズ
細胞内 に 存在す る A R活性が高血糖下で冗進して ， 細
胞内 に 透過性の 乏 しい ソ ル ビ ト ー ル が 蓄積 し， それが
浸透圧 を上 昇 させ て 水 を細胞内 へ 引き 入 れ ， 浮腫をき
た し て組織 を破壊 し ， つ い に 白内障 を生ずる とい う も
の で
，
一 名 L ．os m oticthe o ryく浸透圧説ナ
，，
と も 呼ばれて
い る ． 末梢神経内に も ソ ル ビト ー ル 経路 の 存在が 示唆
さ れ て 以来3，． こ の 仮説が 糖尿病性神経障害 の 発 生機
序の 説明 に 拡張導 入 さ れ た の で あ っ た ． し か し なが
ら ， 神経内 ソ ル ビ ト ー ル 濃度は レ ン ズ 内 ソ ル ビト
ー ル
濃度 の20分の 1前後 と微 量 で あ る こ と
脚
， 神経内の
水分含量 は必ずし も増加 して い な い こ と
6い
， しか も水
分 は細胞内で は な く む し ろ細胞 間に 貯留 し て い る こ
と
62，が 指摘さ れ て お り ， さ ら に ， 前述 した Gr een eら
の 1 ％ミ オ イ ノ シ ト ー ル 添加 食投与実験 で はM N C V
遅延の 改善が得ら れ た際 ， 神経 内ミ オイ ノ シ ト
ー ル欠
乏 は改善 した も の の ソ ル ビ ト ー ル 蓄積 は持続 してい た
ミ オイ ノ シ ト ー ル と ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤
こ とが確認さ れ て い る ， こ れ ら の こ と か ら ， ソ ル ビ
ト ー ル の 糖尿病性神経障害発症 ． 進 展 へ の 関与 は
， 少
なくと も直接的な関与 に つ い て は ， 今 日疑問視 され る
よう に な っ た ．
ソ ル ビ ト ー ル 蓄積 の 意義が未解決 の ま ま ， ソ ル ビ
ト ー ル 蓄積説に 基づ い て種々 の ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー
ゼ阻害剤が開発 され たが ， 糖尿病 ラ ッ ト ヘ の その 投与
実験に おい て M N C V遅延 改善と神経内ソ ル ビ ト ー ル
蓄積阻害の 対応 が観察 され た こ と か ら ， 糖尿病性神経
障害発症 へ の ソ ル ビ ト ー ル 蓄積の 重 要性 を支持す る報
告が なさ れ た
15梱
こ れ に 対 して Gillon ら 叫 は
， 糖尿病 ラ ッ トへ の アル
ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻 害剤 C P．45，634くSorb in il，
Pfize r， Ltd． ， Gr oto n， Co n n．I 投 与 実 験 に お い て
M N C V遅延 ， ソ ル ビ ト ー ル 過剰 ， お よ び ミ オ イ ノ シ
ト ー ル 欠乏に 対す る効果 を検討 し ， その い ずれ も が投
薬後改善 した こ と ， さ ら に M N C V遅延 はむ し ろ ミ オ
イ ノ シ ト ー ル 欠乏 と対応す る こ と を報告 した ． ミオ イ
ノ シ ト ー ル 欠乏 へ の ア ル ド ー ス リ ダク タ ー ゼ 阻害剤の
効果に つ い て は ， I CI－128，4361 明 くStatil， ICIPha r－
m ac euticals， M a c cle sfield， C heshir e， UKJ， AD N－
1382 りく杏林製薬 ， 東京1な どの C P－45，634 と異 な る構造
を有す る ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ阻害剤 を用 い た生体
内の実験系 で も 報告さ れ て い る ．
本研究 で は ， ア ル ド ー ス リ ダ クタ ー ゼ 阻害剤の う ち
の 一 つ であ る O N O－2 23 5く小野薬品Iに つ い て ， 単離坐
骨神経に お ける ソ ル ビ ト ー ル 蓄積 へ の効 果と ミ オイ ノ
シト ー ル 取 り込 み へ の 影 響 を試験管内 で 同時に 検討 し
た ． そ の結果 ， O N O－2235添加 に よ っ て ， 高濃度 グ ル
コ ー ス 下 で の ソ ル ビ ト ー ル 蓄積は 有意に 阻害 さ れ
，
同
時に高濃度 グル コ ー ス 下 で の Na 依存性 ミ オイ ノ シ
ト ー ル 取 り込 み 低下 は完全 に 改善 さ れ た ． ま た ， Na
非依存性 ミオ イ ノ シ ト ー ル 取 り 込 み は
，
不 変 で あ っ
た ． ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ阻 害剤が ソ ル ビ ト ー ル 過
剰およ び ミオイ ノ シ ト ー ル 取り 込 み 低下 の い ずれ をも
改善し た事実の み に 着目 すれ ば
， 両者 間に 何 ら か の 関




こ の よう な 観点か ら ソ ル ビ ト ー ル
代謝 ． ミオイ ノ シ ト ー ル 代謝 の相 互 関連性 を提唱 し
た－ この 考え 方に 従 え ば ， ミオイ ノ ン ト ー ル 取 り込 み
はソ ル ビ ト ー ル 経路か ら抑制を受 け て お り ， アル ド ー
スリ ダク タ ー ゼ阻害剤 はソ ル ビト ー ル 経路阻害 を介 し
てお のず と ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み を是正 す る と解
釈され る ． し か しな が ら ， ミ オ ヰ ノ シ ト ー ル 取 り込 み
が前述 した よう に グル コ ー ス か ら も競合抑制 を受 け続
ける中で ， 神経内ソ ル ビ ト ー ル 蓄積阻害の み が 単独で
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ミオ イ ノ シ ト ー ル 取 り込 み減少 を完全 に 改善 す る と は
本来考え に く い う え に ， 本研究に お い て ， O N O－2235
が ソ ル ビ ト ー ル 生 成 阻害 に は 不 十 分 な 濃度 く1x
lO
－ 5I叫 で あ っ ても ミオイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み 低 下 を
有意に 改善 した こ と を考 え併 せ る と ， 文字 ど お りの
仁相互関連性J が実在す るか は疑問で ある ．
両者 の r相互 関連性J を明 らか に す るた め ， 本研究
で は ， 坐 骨神経内 ソ ル ビ ト ー ル経路 の 賦括化 に よ っ て
ミオ イ ノ シ ト ー ル 取り込 み率が 影響 され る か否か に つ
い て も検討 した ． す な わ ち ， 坐 骨神経 を3種類の グル
コ ー ス 濃度で そ れ ぞ れ あら か じめ プ レ イ ン キ ュ ベ ー 卜
す る こ と に よ っ て ソ ル ビ ト ー ル 濃度 の 異な る 3群 の 坐
骨神経 を作製 した上 で ， あ らた め て同 一 条件 で こ れ ら
をイ ン キ エ ペ ー 卜 して ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り込 み 率 に
差がある か を検討 した ． その 結果， 3群間で ミオ イ ノ
シ ト ー ル 取り 込 み率 に 有意差は 示 され ず， ソ ル ビ ト ー
ル 経路活性完進 の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り込 み へ の 阻害
作用 を支持す る デ ー タ は認め ら れ なか っ た ．
以 上 を総合す れ ば ， ソ ル ビ ト ー ル 代謝 ． ミ オ イ ノ シ
ト ー ル 代謝相互関連性の 想定は不合理 な面 を有 して お
り ， アル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤の ミ オイ ノ シ ト ー
ル 取 り込 み へ の 作用機序 と して は
，
む しろ ソ ル ビ ト ー
ル 経路阻害を介さ な い 機序が推定 され た ． その 機序の
詳細 は ， 今後解 明 され る べ き課題で あ る ．
い ず れ に せ よ ， 本研究の 結果よ り ， 糖尿病性神経障
害の 一 成因と さ れ る ミ オ イ ノ シ ト ー ル 欠乏 に 対 し ， ソ
ル ビ ト ー ル 生成 抑制 を本来の 目的 とす る アル ド ー ス リ
ダ ク タ ー ゼ 阻害剤 O N O－2235が 有用 で ある 可 能性が
示さ れ た ．
王工 ． ヒ ト赤血球 試験管内お よ び生体内に お け る ミ オ
イ ノ シ ト ー ル 取り 込 み お よ び ソ ル ビ ト ー ル 代謝
赤血 球に お け る ミ オイ ノ シ ト ー ル 維持方法な い し代
謝 に つ い て は ， まだ 解明さ れ て い な い ． しか し ， 赤血
球 に も 他の 組織 と同様に ミ オイ ノ シ ト ー ル が存在 す る
こと は
， 本研究 に お ける ヒ ト赤血 球ト リ メ チ ル シ リ ル
化物の マ ス ス ペ ク ト ラ ム 解析 の 結果よ り 明 ら か で あ
る ． 本研究 で は
，
ま ず と 卜赤血 球に お い て も ラ ッ ト坐
骨神経同様 の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 みが み ら れ る か
否 か に つ い て試験管内 で検討 した ． そ の 結果 ， 赤 血球
は培地 か ら ミ オイ ノ シ ト ー ル を取 り込 む こ と が 示 され
た ． しか し
，
ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み 様式は ， ほ と
ん どが Na 依存性 で あ っ た坐 骨神経の 場合と異な り
，
赤血球 で は Na 非依存性 で あ っ て ， む しろ Na の 存在
は ミ オイ ノ シ ト ー ル 取り込 み に 対 して 抑制的に 作 用す
る と 想定 され た ． 赤血球 へ の ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取 り込
み 率は ， 培地 ミ ．オイ ノ シ ト ー ル 濃度を飽和状態 く14gノ
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dl 近く に ま で 高 めて も な お 直線的に 増加 し続 け た ．
こ の こ と は． 赤血球 へ の Na 非依存性 ミ オイ ノ シ ト
ー
ル 取 り込 みが 担体介在性輸送 で は な い こ と を 示 して い
る ． また ， 赤血 球 へ の Na 非依存性 ミ オイ ノ シ ト
ー ル
取り 込み が グ ル コ ー ス 欠乏状態 な い し NaF 添加 に
ょ っ て 影 響を受 けな か っ た こ と か ら ． こ の取 り込 み は
エ ネ ル ギ
ー に 依存 しな い ， す な わ ち受動性の も の で あ
る と考 え られ た ， こ れ らの こ と か ら ， 赤血球 に お け る
ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み 様 式は ， Na 非依存性 ． 担
体非介在性 ． エ ネ ル ギ ー 非 依存性 の 受動輸送 で あ っ
て ， したが っ て単純拡散ま た は 制限拡散の い ずれ か で
ある と想定さ れ た ． 一 方 ， グル コ
ー ス は
，
こ の Na 非
依存性ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み に 対 し て抑制的 に 作
用 する こ とが 示 さ れ た ． そ の 機序 は今後解明 され る べ
き課題で は あるが ， こ の N a 非依存性 ミ オイ ノ シ ト
ー
ル 取 り込 み は担体非介在性 の取 り込 み で ある の で ， 少
な く とも 坐骨神経 で 認め られ た よう な グル コ ー ス と ミ
オ イ ノ シ ト ー ル の 担体競合 に よ るも の で ない こ と は 明
ら か で ある ． L ine w e av er－Burk 方式 に よ る プ ロ ッ ト
を試み て も原点集束像 を呈 す る の み で原点以外の軸上
の 一 点で 交差 し な い こ と は ， こ の こ と を 支持 す る も の
で ある ．
以上 の こ と か ら ， 赤血球 へ の ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取 り
込 み様式は ， 坐骨神経 へ の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み
様式 と本質的 に 異な る輸送 であ り ， ま た ， グ ル コ
ー ス
に よ っ て抑制 を受け る とも1う 点 で は両者 は共通 し てい
る も の の その 機序は異な る も の で あ る こ と が明 ら か と
な っ た ．
一 方 ， 今 回 の 試験管内の 実験 で ， 赤血球 へ の ミ オイ
ノ シ ト ー ル 取 り込 み率と 同時 に 赤血 球内ソ ル ビ ト
ー ル
濃度の 変化に つ tlて も検討 し た ． 赤血 球 に ソ ル ビ ト
ー
ル が存在す る こ と は ， Mo rris o nら
64 脚 に よ っ て 酵素法
を用 い た測定で初 め て 示 唆 さ れ た ． 赤血 球 に お け る
A Rの存在 に つ い て は 当初疑 わ れ た が
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， 近年 そ の 分
離精製 が な さ れ 帥
71I
， そ の 性質 や トヘ キ ソ ネ ー ト デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ くE Cl．1．1．2ナと の 異同 に つ い て の 議論が
依然続 い て は い る も の の ， グ ル コ ー ス に 対 す る 高 い
Km 値 を有 し ， 高血糖下 で 活性 が克進 し て グ ル コ ー ス
をソ ル ビト ー ル に還 元 す る酵素 が赤血球 に も実在す る
こ と に つ い て は今日 意見の 一 致 を み て い る ． 本研究 で
は ， グル コ ー ス 濃度450m gノdL 60分間の イ ン キ ュ ベ
ー
ト条件で 赤血球内ソ ル ビ ト ー ル の 変化を 測定 した が ．
赤血 球内ソ ル ビ ト ー ル 濃 度 は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後
3．1倍の 増加 を示 した ． こ れ は ， 坐骨 神経 の 場合 の1．7
倍 に 比 しか な り 大きい も の で あ っ た ． こ の 差 は ， A R
の Km 値， A Rの 分布度， 細胞 へ の グ ル コ ー ス の 取 り
込 み な どが 両者間 で 異な る た め と も考 え られ る が ， い
ずれ に せ よ こ れ らの こ と は， 赤血球 に も坐 骨神経 と同
様の ソ ル ビト ー ル 経路が 存在す る こ と を 示唆 してい る ．
本研究 で は ， ア ル ド ー ス リ ダク タ ー ゼ 阻害剤の赤血
球 に お け る ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取 り 込 み お よ びソ ル ビ
ト ー ル 蓄積 に 対 す る効果 の有無に つ い て 検討 した ． ま
ず， 高濃度 グ ル コ ー ス 下で の Na 非依存性 ミ オイ ノ シ
ト ー ル 取 り 込 み 低下 は ， O N O．2235 ない し 1Cl．128，
436添加 に よ っ て改善 され なか っ た ． こ れ は ， 前述し
た よう に 赤血球 へ の ミオ イ ノ シ ト ー ル 取 り込 み様式が
坐骨神経 へ の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り 込 み様式 と本質的
に 異 な る た め と考 え られ る ． こ の こ と か ら逆 に ， アル
ド ー ス リ ダク タ ー ゼ 阻害剤の ミ オ イ ノ シ ト ー ル 取り込
み へ の 作 用発現に は ， そ の輸送が 担体介在性 ． エ ネル
ギ ー 依 存性 で ある こ と が 必要条件 であ る こ とが推定さ
れ る ． 一 方 ， 高濃度 グル コ ー ス 下 で の赤血 球内ソル ビ
ト ー ル 蓄積 は ， O N O－22 35 お よ び 1 CI－128，436 添加に
ょ っ て有意 に 抑制 され た ． こ の こ と は ， 赤血球 にも坐
骨神経 に お け る ソ ル ビト ー ル 経路 と同様の ソ ル ビト ー
ル 経路 が存在 す る こ と を 支持す る もの で ある ．
以上 示 した ， 高濃 度グ ル コ ー ス 下 に お け る態様およ
び ア ル ド ー ス リ ダク タ ー ゼ 阻害剤 に 対 す る反応の 点か
ら ， 赤血球内 ミオ イ ノ シ ト ー ル は 坐骨神経内ミオイ ノ
シ ト ー ル の 指標 と な らな い こ と ， お よ び 赤血 球内ソル
ビ ト ー ル は坐骨神経内ソ ル ビ ト ー ル の 指標と して有用
で あ る こ と が 示唆 さ れ た ．
こ の よ う な 高濃度グ ル コ ー ス 下試験管内 に お ける赤
血球内ソ ル ビ ト ー ル 蓄積 系を 用 い た ア ル ド
ー ス リダク
タ ー ゼ阻害剤の 薬効評価法は ， M alo n eら
421に よ っ て
導入 され ， 今 日 ひ ろ く行わ れ て い る
17 欄聖 一 方， アル
ド ー ス リ ダ ク タ
ー ゼ阻害剤の ソ ル ビ ト ー ル 代謝 へ の 長
期投与効果判定法 と し て ． 糖尿病者生体内 に お ける赤
血球内ソ ル ビ ト ー ル 蓄積 系を用 い る方法が試みら れて
い る
371 耶 卜 瑚
． 本研究で は ヒ ト生体内に お い て ， 赤血球
内 ソ ル ビ ト ー ル 濃度お よ び 赤血球内 ミ オイ ノ シ ト
ー ル
濃度 の 短時間変動 と ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ阻害葬りに
ょ る影響 に つ い て検討 を加 えた ． す な わ ち ， 糖尿病者
を対象に グ ル コ ー ス な い し ミ オイ ノ シ ト ー ル の 負荷試
験 を施行 して ， 赤 血球内ソ ル ビ ト ー ル 濃度お よ び赤血
球内 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 濃 度の 変動 を ア ル ド
ー ス リダク
タ ー ゼ阻害剤投与と の 関連で 検討 し た ． そ の 結果 ， 高
血糖下で の 赤血球内 ソ ル ビ ト ー ル 蓄積 は ， O N O
－2235
な い し 1Cエー1 28，43 6投与 に よ っ て抑制 さ れ た ■ そ の抑
制率 は ， 試験管内の デ ー タか ら類推 した 値よ り低値で
は あ っ た が ， 有意の も の で あ っ た ．
こ れ に 対 し て ． こ れ ら糖尿病者 の 赤血球内ミ オイ ノ
ミ オイ ノ シ ト ー ル と ア ル ド ー ス リダ ク タ ー ゼ阻害剤
シ ト ー ル 濃度 は ， 負荷前か ら すで に 正 常者 に 比 し有意
に高値 で ， さ．ら に 食事負荷後 に 有意の 変動 を 示 さ な
か っ た ． こ れ は ， 赤血 球 に お け る ミ オイ ノ シ ト ー ル 取
り込 みが グル コ ー ス に よ っ て 阻害 され る こ と を示 した
試験管内の成績 と矛盾す る 結果で あ り ， 赤血球内 ミオ
イ ノ シ ト
ー ル が グ ル コ ー ス か ら の 生成 に よ っ て 推持さ
れてい る可能性 を想定 させ る も の で ある ． しか し ， 赤
血球 に おい て
1
て － グ ル コ ー ス の ミ オイ ノ シ ト ー ル へ の
移行 を検討 した 予備実験 の 結果か ら は ， そ の可 能性 は
否定的で あ っ た ． こ の予 備実験は さ ら に 検討 の 余地 は
あるが ， 今回 見ら れ た糖尿病者の 赤血球内 ミ オイ ノ シ
ト ー ル 高値 に は ト 血寮 ミ オイ ノ シ ト ー ル 高値 の 関与が
考えら れ る ． M alo n eら
751 は ． 糖尿病者 に お ける 赤血
球内ミオイ ノ シ ト ー ル 濃度 お よび 血衆 ミオ イ ノ シ ト ー
ル 濃度を測定 し ， い ず れ も正 常者の 平均値 に 比 し有意
に高値で あ っ た と報告 して い る ． 著者 ら 呵 は ， 糖尿病
者36例お よ び健常者 9例 を対象 に 空腹時採血 して赤血
球内ミオイ ノ シ ト ー ル 濃度と血祭 ミ オ イ ノ シ ト ー ル 濃
度の関連性 を検討 した ． そ の結果 ， 全例 で 両者間に は
単相関係数 r ニ 0．657くpく0．00引 の有意相関関係が ． さ
ら に 血 糖値 の 影 響 を除去後 も偏相関係数 r こ 0 ．6 7 2
くpく0．00い の 有意相関関係が認め ら れ た こ と か ら ， 赤
血球内ミオイ ノ シ ト ー ル 濃度は主 と し て血祭 ミオイ ノ
シ ト ー ル 濃度 に よ っ て 規定さ れ て い る こ とが 推定さ れ
た． した が っ て ， 今回 糖尿病者 の 赤血球内 ミオ イ ノ シ
ト ー ル 濃度 が高値であ り ， ま た食事負荷後の高血糖 下
にお い て も低下 を示 さ な か っ．た の は ， グ ル コ ー ス に よ
る抑制分を上 回 っ て ミ オ イ ノ シ ト ー ル が 赤血 球 へ 流入
する こ と に よる と 考え ら れ た ．
一 方 ， O N O－2235 ない し 工C ト128，436 投与 に よ っ て
赤血球内 ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度 は有意 の 変化 を示 さ な
か っ た ． こ れ は ， 両薬剤 に よ っ て赤血 球 へ の ミ オイ ノ
シ ト ー ル 取り込 み が 影 響さ れ な か っ た試験管内の 成績
と符合す る も の で あ っ た ．
以上示 した
， 糖尿病老生体内に お け る検討 か らも ，
赤血球内 ミオイ ノ シ ト ー ル 代謝は坐 骨神経内ミ オイ ノ
シ ト ー ル 代謝と異 な る こ とが 明 ら か と な っ た ． ま た ，
赤血球内 ソ ル ビ ト ー ル 代謝は 坐骨神経内 ソ ル ビ ト ー ル
代謝の 指標 と し て
，
さ ら に そ の 昔横糸は ア ル ド ー ス リ
ダク タ ー ゼ 阻害剤の 阻害 活性評価法 と し て有用 で ある
こ とが示 さ れ た ． しか し
， 赤血球内 ソ ル ビ ト ー ル はき
わめて短時間の う ち に 変動す る の に 対 し て
，
坐 骨神経
などの 組織 ソ ル ビト ー ル が 同様 に 短 時間変動す る か は
明らか で は な く ， 赤血 球内 ソ ル ビト ー ル 濃度が 組織 ソ
ル ビ ト ー ル 濃度 を い ずれ の 時相 に お い て も反 映す る か
は， 今後解明 さ れ る べ き課題で ある ．
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結 論
単離 ラ ッ ト坐 骨神経試験管内お よ ぴ と 卜赤血球試験
管札 生体内に お け る ミ オイ ノ シ ト ー ル 代謝と ソ ル ビ
ト ー ル 代謝 をア ル ド ー ス リダ ク タ ー ゼ 阻害剤投与 と の
関連 で 検討 し
，
以 下の結果を得た ．
1 ． 坐 骨神経 に お ける ミオイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み に
は ． Na 依存性と Na 非依存性の 2 つ が 区別 さ れ ， 生
理 的条件下の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み は
，
主と して
Na 依存性で あ っ た ． Na 依存性 ミ オ イ ノ シ ト ー JLJ取
り込 み は ， エ ネ ル ギ ー 依存性 ． 担体 介在性の能動輸送
で あ っ た ．
2 ． 坐骨神経 に お ける Na 依存性 ミオイ ノ シ ト ー ル
取り込 み は
，
グ ル コ ー ス に よ っ て競合抑制 され た ． こ
の 抑制 は ， ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤 ONO－
2235添加 に よ っ て改善さ れ た ．
3 ． 坐 骨神経 に お ける ソ ル ビ ト ー ル 濃度 は ， 高濃度
グル コ ー ス 下で 増加した ． こ の 増加 は， ア ル ド ー ス リ
ダク タ ー ゼ阻害剤 O N O－2235添加に よ っ て 改善 さ れ
た ．
4 ． 赤血球 に お ける ミ オイ ノ シ ト ー ル 取 り込 み は ，
Na 非依存性 で あ り ， エ ネル ギ ー 非依存性 ． 担体非介
在性 の 受動輸送 で あ っ た ．
5 ． 赤血球 に お け る Na 非依存性 ミオイ ノ シ ト ー ル
取り込 み は ， グ ル コ ー ス に よ っ て 抑制 さ れ た ． し か
し， そ の 抑制様式 は ， 坐 骨神経に お ける競合抑制 と は
異な る も の で あ っ た ． ま た ， こ の 抑制は ， ア ル ド ー ス
リ ダク タ ー ゼ阻害剤 O N O－2235 ない し工C ト128，436添
加 に よ っ て改善さ れ な か っ た ．
6 ． 赤血球 に お ける ソ ル ビ ト ー ル 濃度は ， 高濃度グ
ル コ ー ス 下 で 増加 した ． こ の 増加 は ， ア ル ド ー ス リダ
ク タ ー ゼ 阻害剤 O N O．2235 ない し 工Cl－128，436添加に
よ っ て改善 され た ．
7 ． 糖尿病者の 赤血球内 ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度 は
，
食事負荷後の 血 糖値 上昇 ， 血 祭ミ オイ ノ シ ト ー ル 濃度
上 昇 に よ っ て 変化せ ず
，
また ， ア ル ド ー ス リ ダク タ ー
ゼ 阻害剤 ONO－2235 な い し工C ト1 28，436投与 に よ っ て
も 変動 し なか っ た ．
8 － 糖尿病 者の 赤血 球内 ソ ル ビ ト ー ル 濃度 は
， 糖負
荷な い し食事負荷後 の 血 糖値上 昇 に よ っ て 増加し た．
こ の 増加 は
，
ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻 害 剤 O N O．
2235な い し 工CI－1 28，436投与 に よ っ て 改善され た ．
以 上 よ り
，
ア ル ド ー ス リダ ク タ ー ゼ 阻害剤 は ， ソ ル
ビ ト ー ル ， ミ オイ ノ シ ト ー ル の い ずれ の 代謝面 か ら も
糖尿 病性神経障害の 治療 に 有用 で ある 可能性が 示 唆さ
れ た ■ ま た ， 赤血 球内 ミ オイ ノ シ ト ー ル は， 末楷神経
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内ミ オイ ノ シ ト ー ル の指標 とな ら な い の に 対 し て ， 赤
血球内ソ ル ビ ト ー ル は 末棺神経内ソ ル ビト
ー ル の指標
と して 有用 であ る こ と が示 唆 さ れ た ． さ ら に ， 試験管
内お よ び 生体内に お ける 赤血 球内ソ ル ビ ト
ー ル 蓄積 系
は ， ア ル ド
ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤の阻害活性評価法
と して有用で あ る こ とが 示 され た ．
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T his study w as de sign ed to e xplore the m e cha nis m whe r eby myo
－in o sitol tr a nsport into
pe riphe ral n e rv e a nd erythrocyte s w a sim pair ed in a hype rglyc e mic milie u a n
d to e v alu ate
the effects of aldos e reduc taseinhibitor upo n decrea s ed m yo
－in ositol uptake and sorbitol
acc u mulatio nin ra t s ciatic n er v eand hum an erythrocytes． Myo
－in ositoI w as transported
into r at sciatic n e rv e by tw o distin ct transpo rt syste m s，
S Odiu m －depe nde nt sa tu r able a nd
s odiu m －independe nt un sa tu rable－ T he for m e r wa s an e nergy
－ depe nde nt， C a rrier
－
m ediated
activ e transport and w as prlm a rily r espo sible for m yo
－in o sitol transpo rt int o ra tsciatic
n e rv e． M ediu m glu cos eimpaired the sodiu m
－dependent m yo －in o sit ol uptake into n e r v ein
a c o mpetitiv efashion ． A dition of 1 00p M O N O
－ 22 3 5， a n aldose redu cta s einhib ito r， in
the gluco s em ediu m nor maliz ed the redu ce
d s odiu m － depende nt m yo
－inositol uptake int o the
n er v e a nd inhib ited ne r ve sorbitol accu m ulatio n． A d d ition of 1 0p M O N O
－2 2 3 5 in the
m ediu m prev ented the r edu c ed sodiu m
－depe nde nt m yo
－inositol uptake into the n er v eto
so me extent， While it d idno taffect ner v eso rbitol accu m ulation ． T hes e r e s ults sugg
est that
oN O－22 35im pro ve s sorbitol acc u mulation and m yo
－ino sitol uptake in pe ripher al nerves
a nd thatO N O－ 22 3 50perateS On n e rVe myO
－ino sitol uptake via a m echa nism o ther tha n
so rbitol pathway inhibit o n． On the o ther hand， myO
－in o sitoI wa s tr a nspo rted into
erythrocytesby a s odiu m － and e n ergy
－indepe ndent pas siv e transpo rt system ． Mediu m
glucos e s up pres sed sodiu m
－indepe ndent myo
－in ositol uptake int o erythr ocytes by a
undetermin ed m e chanis m． Addition of ONO
－2 2 3 50r ICト1 2 8，4 3 6， an Othe ral dose reduc tase
inhibito r， in the gluco s e mediu m didn ot affect the r edu ced sodiu m
－indepe nde nt
ミオ イ ノ シ ト ー ル と ア ル ド ー ス リ ダ ク タ ー ゼ 阻害剤 961
myo
－in o sitol uptake into erythro cyteswhileitinhibited erythro cyte sorbitol accum ulatio nin
a dose－depende nt m an ne r－ In addition， effec ts of O NO－ 2235 and ICト12 8，4 3 6upo n
erythr ocyte myo
－inositol and erythr o cyte sorbitoI c on c e ntra tion s w er e x amin ed in glu c ose
O r m e a1 load te stspe rfor m ed with and without administr ation of the inhibito r fo r each
diabetic s ubje ct． Bo th of the inhibitors had inhibitory effe cts upo n erythr o cyte sorbitol
accu m ulation butshow ed n o e s entialefEec tsupon e rythr o cyte myo －in o sitoI c o n c e ntr ation ．
T hese r esults sug gest that the predo min ant myo
－inositol uptake system in periphe ral n erve
diLLe rs fr o m thatin erythr ocyte s and that aldos e r educ ta s einhibitor inhibits e rythrocyte
SOrbitol accu m ulation in vitro and in vivo － Itis concluded that aldos e r edu cta se inh ibitor
hasbeneficial effects no to nly upon s orbitol m etabolism but upo n myo －in ositol m et abolis m
in pe ripheral nerve， that e rythr o cyte m yo －in o sitol is n ot a s uitable indic ato r of n e r v e
myo
－ino sitol， and that the erythro cyte－S Orbitoltestis u seEulas an indicator ofthe systemic
av ailab ility of a n o rally administer ed al do s e r educt a se inhibito r．
